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2. ALKALMAZOTT RÖVIDÍTÉSEK ÉS KIFEJEZÉSEK JEGYZÉKE 
AGT öő-alkilguanin-DNS-alkiltranszferáz 
AT-áz alkiltranszferáz 
ATM ataxia telangiectasia mutated protein 
BER bázis excíziós reparációs rendszer 
BRCA1 breast cancer susceptibility gene 
CPD ciklobután pirimidin dimer 
CFE cigarettafüst extraktum 
CKE cigarettakátrány extraktum 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMPO 5,5-dimetil-l-pirrolin N-oxid 
DMSO dimetil-szulfoxid 
EndoIII endonukleáz III 
ERCC1 excision repair cross complementing protein 1 
ESR elektron spin rezonancia 
FCS foetal calf serum 
Fpg formamido-pirimidin-DNS-glikoziláz 
FSH follikulus stimuláló hormon 
GC-MS gázkromatográfiás-tömegspektrometria 
GGR global genom repair 
GSH glutation 
GST glutation-S-transzferáz 
HPLC nagynyomású folyadék kromatográfía 
HR homológ rekombináció 
HR23B humán Rad23 homológ fehérje 
H2O2 hidrogén-peroxid 
ICSI intracitoplazmatikus spermium injektálás 
IVF in vitro fertilizáció 
LH luteinizáló hormon 
MMR mismatch repair, tévesen párosodott bázisok reparációja 
MSH2/MSH6 mutS homolog protein 
MutS mutator gene S 
NER nukleotid excíziós reparációs rendszer 
NHEJ non-homologous end joining, nem homológ szálegyesítés 
•o szingulett oxigén 
o2- szuperoxid anion gyök o2- peroxid gyök 
'OH hidroxil gyök 
8-OHdG, 8-oxoG 8-hidroxi-dezoxiguanozin (8-oxoguanin) 
8-OHdA, 8-oxoA 8-hidroxi-dezoxiadenozin (8-oxoadenin) 
06-MeG 06-metilguanin 
O6-MT <9ö-metilguanin-DNS metiltranszferáz 
PAH policiklusos aromás szénhidrogén 
PBS phosphate-buffered saline 
Polp DNS poIimeráz-P 
RNS Pol II RNS polimeráz II 
RO' alkoxil gyök 
ro2" peroxil gyök 
ROS reaktív oxigén származékok 
Q kinon 
QH2 hidrokinon 
'QH szemikonon gyök 
SeGPX szelénium-fűggő-glutation-peroxidáz 
SEM standard error of mean (az átlagok standard hibája) 
szabad gyök olyan származék, amely egy vagy több párosítatlan elektront tartalmaz 
TCR transcription coupled repair 
TFIIH transzkripciós faktor II H 
UVA a látható fény 315-400 nm-es tartománya 
XPA,B,C,D,E,F,G xeroderma pigmentosum A, B, C, D, E, F, G komplementációs csoport 
3. IRODALMI ÁTTEKINTÉS 
3.1. Előszó 
A civilizáció fejlődésével az emberi genom egyre több új környezeti hatásnak van 
kitéve (élelmiszer adalékanyagok, növényvédő szerek, új kémiai anyagok, kipufogógázok 
stb.). A dohányzás az egyik legelterjedtebb károsító forrás, amelynek következtében kémiai 
anyagok komplex keveréke jut a szervezetbe, számos módosulást okozva a biológiailag fontos 
makromolekulákban. A DNS molekula kémiai reakcióba léphet a cigaretta égése során 
termelődő reaktív oxigén származékokkal és egyéb molekulákkal, amelyek a bázisok 
módosulása révén a genetikai információ elvesztését, megváltozását okozhatják. A létrejövő 
mutációk az anyagcsere-folyamatok megváltozását, daganatok kialakulását, a sejtek 
pusztulását okozhatják. A dohányzás jól ismert, általános egészséget károsító hatásain kívül 
jelentős befolyással van a humán reprodukció szinte valamennyi területére. A fertilitásban 
számos faktor játszik szerepet, közülük az egészséges petesejtek termelése talán az egyik 
legfontosabb. Sikeres megtermékenyülést követően a terhesség védelmében kiemelkedő 
szerepe van a sárgatest hormontermelésének. Ezekben a folyamatokban a tüszőkben található 
szomatikus sejtek lényeges funkciót vállalnak. Disszertációmban a petesejtek fejlődésében 
kiemelkedő szerepet betöltő cumulus és granulosa sejteket érintő dohányzással összefüggésbe 
hozható DNS károsodások in vitro és in vivo vizsgálatával kapcsolatos munkánkat foglalom 
össze. 
- Vizsgálataink során in vitro asszisztált reprodukciós kezelés során izolált granulosa 
sejttenyészetben tanulmányoztuk a cigarettafüst és cigarettakátrány extraktum hatását; a 
reaktív oxigén származékok termelődését ESR spektroszkópiával, a reaktív oxigén 
származékok által okozott DNS károsodásokat és javításukat pedig comet assay-vel 
vizsgáltuk. 
- A dohányzás in vivo hatását az alapszintű DNS károsodásra, cumulus sejtekben vizsgáltuk 
comet assay-vel. 
- A dohányzás következtében kialakuló metilált bázismódosulások javítását végző 
alkiltranszferáz enzim aktivitását cumulus és granulosa sejtekben vizsgáltuk. 
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3.2. Az oxidatív stressz és DNS károsodások 
3.2.1. Reaktív oxigén származékok szerepe az oxidatív stressz folyamatokban 
A légkörben található oxigén minden olyan élőlény számára mérgező, amelyek azt 
hatékony energiatermelésre használják (Halliwell és Gutteridge 1999). Ezt az ellentmondást 
nevezik „oxigén paradoxonénak. Becslések szerint az emberi test minden egyes sejtjében 
naponta 2xl04-re tehető a reaktív oxigén származékok (ROS) által okozott DNS károsodások 
száma. Oxidatív stresszről akkor beszélünk, ha a sejtek antioxidáns védekező mechanizmusai 
és a reparációs mechanizmusok nem képesek semlegesíteni a ROS okozta károsodásokat. 
ROS számos intra- és extracelluláris folyamatból származhat (Clayson és mtsai 1994), hiszen 
az oxigén az aerob élőlények anyagcsere folyamatai és a különböző redox folyamatok során 
képződött elektronok begyűjtő molekulája. 
Az aerob élőlények folyamatosan termelnek alacsony szinten ROS-t (Halliwell és 
Aruoma 1991), amelyek sejten belül elsősorban a mitokondriális sejtlégzés során keletkeznek. 
További oxidatív gyök képző reakciók még a peroxiszómális folyamatok, a nitrogén-oxid 
szintézis és a fagocitáló leukociták metabolizmusa is. Bizonyos reaktív oxidatív származékok 
fiziológiás szinten fontos szerepet játszanak jelátviteli útvonalak és a génexpresszió 
szabályozásában (Abraham 2001, Durocher és mtsai 2001), ezért termelődésük akár 
létfontosságú is lehet. Oxigén gyökök külső forrása lehet az ionizáló sugárzás, hő, különböző 
kémiai anyagok, a dohányzás és az UVA fény (Friedberg és mtsai 1995). A keletkező ROS 
fajták - (szingulett oxigén ('O), szuperoxid anion gyök (02"), peroxid gyök (02"), hidroxil 
gyök ('OH)), - más molekulákkal reagálva újabb elektronokat képesek befogni és így 
szabadgyök-képző láncreakciókat indukálhatnak, amelyek a gyökképződés helyétől távol is 
képesek károsodást okozni. A sejtek a gyengébb oxidatív stresszhez adaptálódhatnak, erősebb 
hatás esetében azonban károsodást szenvedhetnek, amely akár sejthalálhoz is vezethet. 
A reaktív oxigén szánnazékok, a lipid peroxidáció és a DNS oxidatív károsodás 
hatásától a sejteket enzimatikus folyamatok védelmezik. Ilyen enzimek a szuperoxid-
diszmutáz (SOD), a kataláz, a szelénium-fűggő-glutation-peroxidáz (SeGPX), a glutation-S-
transzferáz (GST), az aldo-keto reduktázok és a DNS reparáció enzimei. A nem enzimatikus 
méregtelenítésben az antioxidánsok szerepelnek; például a glutation (GSH), ciszteamin, 
cisztein, transzferrin, laktoferrin, E-vitamin (a-tokoferol), C-vitamin (Halliwell és Gutteridge 
8 
1999). Emberben a GSH és az anyagcsere folyamataihoz kapcsolt enzimek a ROS elleni 
védekező rendszer legfontosabb elemei. 
3.2.2. ROS fajták okozta DNS károsodások 
A szabad gyökök és a ROS okozta oxidatív stressz a sejtekben számos 
makromolekulát károsíthat (Finke! és Holbrook 2000). DNS-ben károsodást okozhatnak 
direkt kémiai hatás következtében, illetve indirekt módon. Indirekt hatásként jelenlétük a 
sejtek közötti szabad Ca2+-sziní növekedését eredményezi, ezáltal Ca ' -függő endonukleázok 
aktiválódnak, amelyek interferálnak a DNS replikációban és hibajavításban szerepet játszó 
enzimekkel (Nicotera és Orrenius 1994). A DNS direkt oxidációjában elsősorban a "OH 
gyökök játszanak fő szerepet (Imlay és Linn 1988). Ezek az igen reaktív gyökök az ionizáló 
sugárzás hatására a víz homolitikus bomlása, illetve a H2O2 fémionok (Fe2+ és Cu2+) által 
katalizált átalakulása során (Fenton-reakció) képződnek. A réz fontos szerepet játszik a DNS 
nukleáris mátrixhoz való rögzítésében, ami a DNS molekula környezetében fokozza a 
szabadgyök képződést (Friedberg és mtsai 1995, Lewis és mtsai 1982). A "OH gyök erős 
reaktivitása folytán a DNS összes alkotóelemével reakcióba léphet, amelynek következtében 
oxidált bázisok, abázikus helyek, szál törések és DNS-fehérje keresztkötések alakulhatnak ki 
(Halliwell és Gutteridge 1999). A DNS pirimidin bázisainak főbb oxidált formái a timin-
glikol, az urea, az 5,6-dihidro-timin, a metiltartronil-urea és az 5-hidroxi-metilhidantoin, míg 
a purinbázisok fő oxidatív módosulásai a 8-hidroxi-dezoxiguanozin, vagy 8-oxoguanin í8-
OHdG, 8-oxoG), 8-hidroxi-dezoxiadenozin, vagy 8-dezoxiadenin (8-OhdA, 8-oxo-A), az 
imidazolgyűrű felnyílásával keletkező 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidin (Fapy-
dG) és a 4,6-diamino-5-formamidopirimidin (Fapy-dA) (1. Ábra) (Asahara és mtsai 1989. 
Dizdaroglu 1992). 
3.2.3. ROS fajták okozta DNS károsodások kimutatása 
A reaktív oxigén származékok közvetlen kimutatása rövid élettartamuk és kis 
koncentrációjuk folytán technikailag nehézkes - bár a paramágneses gyökök esetében az ESR 
spektroszkópia erre lehetőséget nyújt, - ezért az oxidatív károsodást gyakrabban vizsgálják a 
károsodott termékek kimutatásával. Az oxidatív DNS károsodások kimutatására számos 
módszer alkalmazható. A leggyakrabban vizsgált marker, a 8-OHdG mérésére általában 
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nagynyomású folyadék kromatográfiát (HPLC) használnak. A báziskárosodások széles 
spektrumának vizsgálatára alkalmas gázkromatográfiás-tömegspektrometria (GC-MS) a ROS 
okozta teljes DNS károsodás mérésére szolgálhat. Szaporodó sejtekben a [3H] timidin, illetve 
BrdU (bróm-dezoxiuridin) inkorporációs kísérletekben mérhető a száltörések mértéke. A 
TUNEL-assay során a DNS száltörésekben keletkezett szabad hidroxil csoportok terminális 
dezoxinukleotid transzferáz enzim segítségével fluoreszcens nukleotiddal megjelölve 
mutathatók ki. A comet assay napjainkban igen elterjedt, olcsó, gyors módszer a DNS 
károsodások vizsgálatára. Az alap módszer a DNS hibajavításban részt vevő, DNS 
károsodásra specifikus enzimkezeléssel kiegészítve alkalmas az oxidatív báziskárosodások 
kimutatására. Vizsgálataink során a glikoziláz és AP endonukleáz hatással is rendelkező, E. 
coli-ból izolált enzimeket, a formamido-pirimidin DNS glikozilázt (Fpg, az oxidált purin 
bázisok eltávolításáért felelős) és az endonukleáz Ill-at (Endo III, az oxidált pirimidinek 
kihasításáért felelős) használtuk. 
H H H 
8-oxo-dG 8-oxo-dA timin-glikol 
uraci l-gl ikol 5 -h idrox i -dC 5-h idrox i -dU 
Fapy-dA Fapy-dG 
1. Ábra. Néhány gyakran előforduló oxidatív bázismódosulás. 
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3.3. Az oxidatív stressz szerepe az emberi betegségek kialakulásában 
Az emberi betegségek széles irodalma számtalan bizonyítékot szolgáltat arra, hogy 
kialakulásukban jelentős szerepet játszanak a szabadgyökök, vagy más reaktív származékok 
(Halliwell és Gutteridge 1999). Az oxidatív stressz hozzájárul bizonyos allergiás kórképek 
(asztma, gyógyszer-, ételérzékenységek), gyulladásos és immunrendszeri (AIDS, reumás 
ízületi gyulladás, hepatitisz), szív- és érrendszeri (érelmeszesedés, infarktus, szívritmus 
zavar), rákos (húgyhólyag, tüdő, bőr, nyelőcső stb. rák), neurodegeneratív (Alzheimer-kór, 
Parkinson kór, ALS - sclerosis lateralis amyotrophica) és anyagcsere betegségek, látási 
problémák (szürke-, zöldhályog) kialakításához, illetve súlyosbításához (Mates és mtsai 
1999). A sejtek öregedési folyamataiban szintén kulcsszerepet játszik az oxidatív stressz 
(Finkel és Holbrook 2000), ezért az időskori megbetegedésekben az egyik fő patológiás 
tényező. Korábbi vizsgálataink során Alzheimer-kórban indukálódó szabadgyökök DNS 
károsító hatását tanulmányozva comet assay-vel kimutattuk, hogy az Alzheimer-kór a 
perifériás limfocitákban emelkedett szintű oxidatív DNS (főként purin) károsodással párosul, 
ezenkívül defektus figyelhető meg az oxidált purinok reparációjában is (Mórocz és mtsai 
2002). 
3.4. A dohányzás károsító hatása és következményei 
3.4.1. A dohányzás története 
A dohánytermesztés őshazájának a kedvező éghajlatú Közép-Amerika tekinthető, a 
szokás kialakulásának pontos kezdetét nem ismerjük. Az indiánoknál a dohányzás még 
meghitt ünnepnek számított. Kolombuszt 1492-ben az őslakók megajándékozták a dohány 
levelével, azonban a felfedező azt a tengervízbe dobta. A dohány az ismételt hajóutak kapcsán 
a XVI. század közepén jutott el Európába. Jean Nicot francia orvos kezdte el termeszteni és 
porát gyógyításra használta. Az új növény róla kapta a nevét (Nicotiana tabacum), de a 
dohányméreg felfedezésekor is őt tisztelték meg a nikotin elnevezéssel. A dohányzás 
különböző formái a kezdeti tiltás ellenére is egyre inkább terjedtek. A mai cigaretta 
„feltalálója" egy leleményes katona volt, akinek eltört a pipája az 1832-es török-egyiptomi 
háborúban. 1865-re megépült az első cigarettagyár. A dohányzás nagymértékű elterjedése a 
XX. század első harmadára esik. 1950-ben jelent meg az első tanulmány, amely először 
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közzétette, hogy a tüdőrák kialakulásának egyik legjelentősebb oka a dohányzás. A világon 
jelenleg mintegy 1.1 milliárd ember dohányzik, a dohányzás következményei évente 4 millió 
ember halálát okozzák. Minden tizedik halálesetnek a dohányzás az oka, 2030-ra az áldozatok 
száma várhatóan évenként 10 millióra emelkedik. Hazánkban az Országos Lakossági 
Egészség Felmérés 2000-ben kiadott kutatási jelentése szerint a 18 év feletti magyar férfiak 
40,7%-a, a nők 26,3%-a dohányzik rendszeresen vagy alkalomszerűen. A Fact Intézet 1999-es 
felmérése alapján a magyar lakosság 65%-a átlagosan napi 270 percig van kitéve a passzív 
dohányzás ártalmainak. A KSH 2002 elején közölt adatai szerint Magyarországon ma évente 
28000 ember halála írható egyedül a dohányzás "javára". A magyar férfiak tüdőrák-
halandósága a világon a legmagasabb. Amíg az elmúlt másfél évtizedben a férfiak körében a 
dohányzás előfordulása stagnált, addig ez az adat a nőknél 30%-kal nőtt. A gyerekek egyre 
fiatalabb korban szívják el első cigarettájukat, és átlagosan 17,9 éves korukra rendszeres 
dohányossá válnak. 
3.4.2. A cigarettafüstben található kémiai anyagok 
Az égő cigarettában közel 4000 vegyület keletkezik a különböző fizikokémiai 
folyamatok, a pirolízis, oxidáció, dekarboxiláció, dehidratáció, szublimáció kapcsán (Janoff 
és mtsai 1987). A dohányfüst 60 különböző rákkeltő anyagot tartalmaz. A cigaretta vége égés 
során a 900 °C-ot is elérheti, amely reaktív gyökök képződését segíti a homolitikus kötések 
felhasadása révén. A képződő anyagok a fűst gáz és diszperz (kátrány) fázisában találhatók (I. 
Táblázat). A két fázis speciális filter segítségével elválasztható egymástól. Általában 
elmondható, hogy a gázfázis oxidáló és a kátrányfázis gyengén redukáló hatású. Mindkettő 
tartalmaz szabadgyököket (Halliwell és Gutteridge 1999). 
Fázis Példák a fázisban található alkotórészekre 
I. Táblázat. A cigaretta égése során keletkező alkotórészek. (Halliwell és Gutteridge (1999) 
nyomán) 
Gáz 
szén-monoxid, szén-dioxid, nitrogén-monoxid, nitrogén-dioxid, ammónia, 
hidrogén-cianid, telítetlen szénhidrogének (pl. butadién, izoprén), alkoholok, 
illékony aldehidek (formaldehid, akrolein), aceton, vinil-klorid stb. 
Diszperz 
vagy kátrány 
víz, oldószerek, nikotin, kátrány, fenolok/szemikinonok/kinonok, fémionok 
(pl. kadmium, nikkel, ólom, vas, króm, arzén), karcinogén szénhidrogének 
(pl. benzpirén, benzantracén), radioaktív összetevők stb. 
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A cigarettafüst kátrány fázisa grammonként kb. 1017, elektron spin rezonanciával 
(ESR) kimutatható szabadgyököt tartalmaz, nagyrészük erősen stabil, hosszú élettartamú. A 
kátrányban több mint 3000 aromás vegyület és legalább négy különböző szabadgyök típus 
azonosítható. Ezek közül kémiai szempontból a legjelentősebbek a szemikinonok (*QH), 
amelyek kémiai egyensúlyban vannak a kinonokkal (Q) és hidrokinonokkal (QH2). A kátrány 
vizes fázisában lezajló folyamatokat a 2. Ábra szemlélteti. A hidrokinon oxigénnel történő 
reakciója szuperoxid (02 '") és hidrogén peroxid (H202) képződéséhez vezet. A H 2 0 2 a 
kátrányban található Fe2+ ion által katalizált Fenton reakcióban igen reaktív 'OH gyökökké 
alakul (Cosgrove és mtsai 1985). A cigarettakátrány vizes extraktumában számos aktivált 
oxigén gyök termelődik, melyek a biológiailag fontos molekulákban komoly károsodásokat 
okozhatnak. A cigarettakátrány vizes extraktuma által okozott DNS törések 90%-áért a 'OH 
gyök a felelős (Halliwell és mtsai 1987). 
3. Hidrogén 
peroxid képződik 
2. A kátrányban 
ta lá lható 
s zemik inonok a 
molekulár is ox igént 
reaktív szuperoxid 





4. A sejt anyagcsere fo lyamata iban 
is termelődik H 2 0 2 
Í V 
5. A f é m i o n o k 
katal izálják a H 2 0 2 
redukcióját reaktív 
hidroxil gyökké , amely 
a D N S bázisa inak 
módos í tásával 
száltöréseket okozhat 
O H / 
1. A cigarettakátrányban 
található policiklusos 
aromás szénhidrogének 
(PAH) képesek a DNS-hez 
kötődni 
2. Ábra. A cigarettakátrány vizes extraktumában lezajló DNS károsító folyamatok. A 
Q/QH7QH2 komponensek aktiválhatják a policiklusos aromás szénhidrogéneket (PAH), amelyek a 
DNS-sel adduktokat képeznek. A QH" gyök is képes a DNS-hez kötődni. A Q/QH'/QH2 komponensek 
oxigénnel való reakciója következtében termelődő reaktív 'OH gyökök szintén DNS károsodást 
okozhatnak. (Pryor (1992) nyomán) 
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A cigarettafüst gáz fázisa „slukkonként" 1015 reaktív gyököt tartalmaz (Pryor 1993), 
amelyek között oxigén- és kisebb mértékben széncentrumú gyökök találhatók. Ezek a 
kátrányban található származékoknál sokkal rövidebb életidejüek, ezért tanulmányozásuk 
gyökcsapdák segítségével lehetséges (Pryor és mtsai 1990). A cigarettafüstben a reaktív 
gyökök koncentrációja rövid életidejük ellenére folyamatosan magas, szintjük átmenetileg 
még emelkedhet is. Valószínűleg a gáz fázisban a reaktív származékok egy egyensúlyi 
állapotban folyamatosan termelődnek és inaktiválódnak (Pryor 1992). A cigaretta füstje 
magas koncentrációban tartalmaz nitrogén oxidokat (NO és N02) . A NO N02-dá oxidálódik 
(1) és a telítetlen szénhidrogénekkel, mint például a füstben előforduló izoprénnel reagál. A 
reakció következtében szén centrumú gyökök jönnek létre (1), amelyek a molekuláris 
oxigénnel gyorsan reakcióba lépnek és peroxil gyökké alakulnak (2). A peroxil gyök NO-dal 
alkoxil gyökké alakul át és a reakció következtében még több N 0 2 termelődik (3). Hasonló 
folyamatok játszódnak le a szmogban is (Pryor 1992). 
A dohányosok fagocitái magas koncentrációban termelnek szuperoxid gyököt, ami a 
cigarettafüst vizes extraktumában is megtalálható. A szuperoxid szintén reagálhat a nitrogén 
oxidokkal és a dohányosok tüdejében újabb reaktív származékok képződnek. A 
cigarettafüstben a PAH-ok autooxidációja során is termelődhet 02'~ és H 2 0 2 is (Nakayama és 
mtsai 1984), amelyek fémionok jelenlétében szintén reaktív "OH gyökökké alakulnak 
(Cosgrove és mtsai 1985). A cigarettafüst vizes extraktumában órákon, míg a kátrány vizes 
extraktumában akár 24 órán keresztül is termelődhetnek újabb H 20 2 molekulák és 02 '"és 'OH 
gyökök (Nakayama és mtsai 1989). 
A cigaretta égéstermékeiben a ROS fajtákon kívül számos kémiai anyag okozhat még 
oxidatív károsodást. Közülük a policiklusos aromás szénhidrogének (PAH) és a nikotin 
származékai, a nitrozaminok a legjelentősebbek. Ezek a DNS-sel adduktokat képeznek és a 
rák kialakulásában fontos szerepet játszanak (Pfeifer és mtsai 2002). Nemrégiben megjelent 
publikációk a nikotin direkt oxidatív DNS károsító hatásáról is beszámolnak (Crowley-Weber 
és mtsai 2003, Kleinsasser és mtsai 2005, Wu és mtsai 2005). 
NO + 72 0 2 N0 2 
N 0 2 + izoprén —> R' 
R' + 0 2 —• R0 2 ' 






3.4.3. A dohányzás okozta károsodások mechanizmusa 
Mivel a cigaretta égése során a szervezetbe kémiai anyagok keveréke jut be, a 
dohányzás által okozott károsodások összetett mechanizmusok következményei. A 
dohányfüstben képződő reaktív oxigén gyökök és szabad gyökök, mint külső eredetű pro-
oxidánsok oxidatív károsodásokat okozhatnak (Church és Pryor 1990, Frei és mtsai 1991). 
Amennyiben a pro-oxidáció és antioxidáció közötti dinamikus egyensúly az oxidációs 
folyamatok irányába eltolódik, oxidatív stressz következhet be (Fraga és mtsai 1996, Hulea és 
mtsai 1995). A jelenlévő aldehidek (pl. akrolein, acetaldehid, formaldehid) a glutation 
antioxidáns hatásának kimerülését okozzák és a fehérjék -SH és -NH 2 csoportjait 
modifikálják. A R02* és nitrogén oxidok a lipid peroxidáció serkentésével (Frei és mtsai 
1991) és a DNS bázisok oxidálásával (Spencer és mtsai 1995) direkt károsodást okozhatnak. 
A 8-OHdG szintje a dohányosok fehérvérsejtjeiben, tüdejében, spermiumában és vizeletében 
emelkedett szinten mutatható ki (Asami és mtsai 1996, Fraga és mtsai 1996). A 
cigarettakátrány extraktum a mitokondriális elektrontranszport folyamatokat is gátolja (Pryor 
és mtsai 1992b). A N0 2 ' a fehérjék tirozin oldalláncát nitrálhatja és a DNS bázisokat 
dezaminálja (Spencer és mtsai 1995). A kátrányban jelenlévő igen reaktív 'OH gyökök a 
korábban tárgyalt direkt DNS károsodásokat okozhatják. A kátrány frakcióban előforduló 
szemikinon gyökökről ismert, hogy a DNS-hez kötődve azon „bevágásokat" (nick) okoznak, 
amelyek a DNS szintézist gátolhatják és bázispárosodási hibák jöhetnek létre (Borish és mtsai 
1987). Mindezek következtében a kátrányban található reaktív származékok direkt szerepet 
játszhatnak a karcinogenezisben is. 
A dohányfüstben megtalálható potenciális karcinogén anyagok az N-nitrozaminok, 
amelyek az alkiláló ágensek legjelentősebb képviselői közé tartoznak. Ezek a molekulák 
metabolikus átalakítás során válnak elektrofil jellegűvé, és így képesek kötődni a 
makromolekulákhoz (Lawley 1984). Az alkilálás megtörténhet a DNS bázisok gyűrűjében 
levő N, az extraciklusos O és a nukleozidokat összekötő foszfátcsoportok O atomjain. Annak 
ellenére, hogy az összes alkilálás mindössze 8%-át teszik ki (Beranek 1990), mégis a 
legveszélyesebbek az 06-alkilguanin módosulások (Oö-metilguanin (OöMeG) és O6-
etilguanin). Ezek a bázismódosulások tönkreteszik a citozinnal történő párképzést és GC—•AT 
tranzíciót okoznak, befolyásolják a génexpressziót, apoptózist indukálnak, ezáltal szintén 
fontos szerepet játszanak a karcinogenezisben (Barbin és Bartsch 1989, Hecht 1999, 
Zochbauer-Müller és mtsai 2002, 2003). 
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3.5. A dohányzás okozta DNS károsodások javítása 
A cigarettában található anyagok komplex hatása gyakorlatilag a DNS károsodások 
minden típusát előidézheti. A alkilált bázisok korrigálásában a direkt javítás, a metilációs és 
oxidatív károsodások javításáért elsősorban a bázis exciziós reparáció, a PAH-ok által okozott 
nagyméretű DNS adduktok eltávolításában a nukleotid exciziós reparáció, az oxidatív 
báziskárosodások által okozott téves bázispárosodások javításában a mismatch reparáció, míg 
a kettős szálú DNS törések javításában a homológ rekombináció és nem homológ szálegyesítő 
folyamatok játszanak szerepet (Christmann és mtsai 2003). 
3.5.1. A károsodott bázisok direkt javítása - metiláció specifikus javító mechanizmusok 
Az alkiláló ágensek okozta 06-metil-guanin károsodások javítását az 06-alkilguanin-
DNS-alkiltranszferáz (AGT, AT-áz) enzim végzi, úgy, hogy a guanin ( f pozíciójában lévő 
metil csoportot egy egylépéses, sztöchiometrikus reakcióban a katalitikus ciszteinjére helyezi 
(Pegg és mtsai 1995), majd valószínűleg proteolitikus lebontás áldozata lesz (Srivenugopal és 
mtsai 1996). Az enzim aktivitása jelentős eltéréseket mutat az egyedek között, a különböző 
szövetekben és különösen a tumorokban. Túltennelése védelmet biztosíthat a tumor 
iniciációjában, illetve progressziójában. Genotoxikus stressz hatására expressziója bizonyos 
sejtekben indukálható (Fritz és mtsai 1991, Margison és mtsai 2003). Az enzim expressziója 
nagymértékben függ a gén és promóter régiójában található CpG szigetek metiláltságától. A 
promóter hipermetilációja és a következtében csökkent génexpresszió számos daganatban 
jellemzően előfordul (Esteller és mtsai 1999, Nakayama és mtsai 2005, Qian és mtsai 1995). 
A gén struktúrális szakaszán található CpG szigetek metiláltsága megnöveli a génexpresszió! 
(Christmann és mtsai 2001). Az alkiltranszferáz gén promóterének metiláltsága egyes adatok 
szerint szintén összefüggésbe hozható a dohányzással és korai stádiumban jelezheti a tumoros 
folyamatok kialakulását (Berlinsky és mtsai 2002). 
3.5.2. A Bázis Exciziós Reparációs Rendszer (BER) 
Az endogén és exogén eredetű oxidatív gyökök sejteket érő folyamatos támadása, az 
alkiláló ágensek, dezamináció és hidroxiláció által okozott báziskárosodások, valamint a 
röntgen sugárzás okozta egyesszálú törések javításáért a bázis exciziós reparációs rendszer a 
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felelős. A BER mind a módosított bázisok, mind az abázikus helyek javítását elvégzi. A BER 
kezdeti folyamatainak főbb lépéseit, valamint az emlősökben domináns, ún. „rövid-folt" BER 
és a röntgen sugárzás vagy ROS hatására kialakuló egyesszálú törések esetében működő 
„hosszú-folt BER folyamat" (Frosina és mtsai 1996) lépéseit a 3. Ábra szemlélteti 
Bázis Exciziós Reparáció 
3
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3. Ábra. Az humán bázis exciziós reparáció (BER) működése. A „rövid-folt" BER során az oxidált, 
metilált, dezaminált bázisok, illetve a spontán hidrolízissel kialakult abázikus helyek egyetlen új 
nukleotid beépítésével javítódnak. A „hosszú-folt" BER a röntgen sugárzás és az oxidatív 
báziskárosodás következtében kialakuló egyes szálú DNS törések javítását 2-15 nukleotid beépítésével 
végzi. (Christmann és mtsai (2003) nyomán) 
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3.5.3. A Nukleotid Excíziós Reparációs rendszer (NER) 
Míg a BER specifikus léziókat ismer fel, a NER enzimei a károsodott bázisok által a 
DNS kettős spirál szerkezetében bekövetkező száltorzulásokat azonosítják. A nukleotid 
excíziós reparációs rendszer a DNS hibajavítás egyik fő útvonala, mely számos 
organizmusban jelen van. Számos strukturálisan eltérő károsodás javításában részt vesz, fő 
szubsztrátjai a fotótermékek (6-4 fotótermék, ciklobután pirimidin dimér (CPD)), de a szálak 
közötti keresztkötések, és számos nagyméretű kémiai ágens, köztük a dohányzás során a 
szervezetbe kerülő policiklusos aromás szénhidrogének által indukált DNS károsodások 
javításáért szintén felelős (Friedberg 2001, Hanawalt 2001). Bizonyos alkiláló szerek és ROS 
által kiváltott bázis károsodások szintén a hatáskörébe tartoznak, bár ezek eltávolítását főként 
a bázis excíziós reparáció végzi (Slupphaug és mtsai 2003). A NER folyamataiban kb. 30 
fehérje vesz részt. Két útvonala ismeretes, az aktív génekben működő, transzkripcióhoz 
kapcsolt (transcription coupled repair, TCR) és a teljes genom szintjére kiterjedő reparáció 
(global genom repair, GGR) (Christmann és mtsai 2003, de Laat és mtsai 1999). A NER 
folyamatait a 4. Ábra szemlélteti. 
A NER folyamatok heterogenitása összefüggésbe hozható a sejtmagban a kromatin 
transzkripcionálisan aktív és inaktív doménjeinek funkcionális kompartmentalizációjával 
(Balajee és Bohr 2000). A transzkripcionálisan aktív gének a nukleáris váz proximális részén 
helyezkednek el, így a transzkripció során nyitott DNS struktúra könnyen hozzáférhető a TCR 
fehérjék számára. Az ilyen régiók aránya a genomban azonban kevesebb, mint 5%. A genom 
többi részének javítását a GGR végzi, azonban az in vivo folyamat a nukleoszómákba 
szerveződött genom szintjén még kevéssé ismert. Smerdon és munkatársai kimutatták, hogy a 
nukleoszómák pozíciója változik a reparáció során (Smerdon 1991). A károsodásokhoz akkor 
férnek hozzá a reparációs enzimek, ha a nukleoszómális struktúrák részben, vagy egészben 
felbomlanak. A folyamatban részt vállaló kromatin fehérjék közül még csak néhány ismert 
(Green és Almouzni 2002), szerepük lehet ATP-függő kromatin átrendezést eredményező 
faktoroknak is (Ura és Hayes 2002). A hiszton acetiláció, foszforiláció is befolyásolhatja a 
kromatin dekondenzációját, illetve a kromatin szerveződésben szerepet játszó hiszton 
ubiquitináció is hatással lehet a NER hatásfokára (Balajee és Bohr 2000). 
A genom integritásának megőrzésében jelentős szereppel bíró, legszorosabban pakolt, 
konstitutív heterokromatikus régió reparációs folyamatairól kevés információ áll 
rendelkezésünkre. Feltételezik, hogy a kromatinszerkezet, a kromoszóma fragilitás és a DNS 
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4. Ábra. A humán nukleotid excíziós reparáció (NER) működése. A globál genom reparáció 
(GGR) és a transzkripcióval kapcsolt reparáció (TCR) kezdeti lépései a károsodások strukturális 
felismerésében különböznek. A károsodást tartalmazó 24-32 bázispárnyi DNS szakasz kivágása és 
újraszintetizálása azonos fehérjefaktorok felhasználásával mindkét hibajavító útvonal során azonos 
mechanizmussal történik. (Christmann és mtsai (2003) nyomán) 
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Munkacsoportunk korábbi eredményei szerint bizonyos sejtvonalakban az UV fotótermékek 
reparációja a heterokromarikus régióban a TCR hatásfokával összevethető szintű, szokatlanul 
hatékony (Mórocz és mtsai 2003). Egyes tumoros sejtvonalakban a reparáció deficiens XPA, 
XPC sejtvonalakhoz hasonlóan az UV károsodások javításának hiánya tapasztalható a 
heterokromatinban. A kromatinszerkezet fellazítása HeLa sejtekben a GGR hatásfokát ugyan 
megnövelte, de a heterokromatikus régió reparációjában nem eredményezett javulást, ami 
valószínűsíti, hogy a heterokromatikus régiók javítását más faktorok is befolyásolják. A 
reparáció hiánya ezekben a struktúrálisan fontos régiókban szerepet játszhat a tumoros 
elváltozások kialakulásában (Mórocz és mtsai 2003). 
A kétféle NER folyamat létezéséből következően egy génen belül a két DNS szál 
eltérő sebességgel javítódik, a transzkripcionálisan aktív gének átíródó szála a TCR-rel 
gyorsabban, míg a másik szál a GGR-rel általában lassabban. A reparáció sebességében génen 
belüli eltérést figyeltek meg az emberi p53 (Tornaletti és Pfeifer 1994) és Jun gének esetében 
(Tu és mtsai 1996). 
3.5.4. Tévesen párosodott bázisok reparációja (MisMatch Reparáció, MMR) 
A spontán vagy indukált bázis dezamináció, oxidáció, metiláció és replikációs hibák 
okozta téves bázispárosodások javításáért a mismatch reparációs rendszer felelős (Modrich és 
Lahue 1996). Számos kémiai ágens által okozott DNS károsodás, mint pl. az alkilálószerek 
hatására képződött éZ-metilguanin citozinnal vagy timinnel való párosodása, a ciszplatin által 
okozott szálak közötti keresztkötések (Duckett és mtsai 1996), az UV fotótermékek (Wang és 
mtsai 1999), a benzo[a]pirén purinnal képzett adduktjai (Wu és mtsai 1999) és a 8-oxoguanin 
(Colussi és mtsai 2002) okozta hibás bázispárosodások javításában is részt vesz. Fő feladata a 
genom stabilitásának megőrzése és a mutációk átörökítésének megakadályozása. A humán 
MMR fő lépéseit az 5. Ábra szemlélteti. 
Az MMR genotoxikus stressz általi indukálhatóságáról még kevés információ áll 
rendelkezésünkre, de a meglevő kísérleti adatok ezt valószínűsítik. Scherer munkacsoportja 
szerint ugyanis, az MSH2 (mutS homolog protein) gén promótere indukálható p53 kötőhelyet 
tartalmaz (Scherer és mtsai 2000), Christmann és munkatársai alkilálószerek hatására az 
MSH2/MSH6 sejtmagi előfordulásának, illetve a MutSa (mutator gene S) tévesen párosodott 
bázis-kötő aktivitásának növekedését tapasztalták (Christmann és mtsai 2000). A MMR 
szabályozásában valószínűleg transzkripcionális és poszttranszlációs modifikációs folyamatok 
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5. Ábra. A humán mismatch reparáció (MMR) folyamata. A hibás bázist a DNS leányszálán 
található Okazaki fragmentumok közötti hézagok jelenlétéből a MutSa-MutLa fehérjekomplex 
azonosítja, amely az ATP-fűggő konformációváltozásoknak köszönhetően képes a DNS-en 
vándorolni. A hibás bázist tartalmazó DNS degradációja után a szálat a Polimeráz-8 szintetizálja újra 
(Stojic és mtsai (2004) nyomán) 
3.5.5. Kettős szálú DNS törések javítása 
A kettős szálú DNS törések erősen rekombinogének és potenciálisan mutagének a 
DNS szintézis vagy a mitózis során, amikor a szálegyesítéskor újabb hibák képződhetnek. Ha 
a sejtben javítatlan kettős szálú törés marad és a sejt osztódni kezd, akkor a törött 
kromoszóma fragmentumok nem megfelelő módon szegregálnak és aneuploidiák jöhetnek 
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létre. Kettős szálú DNS töréseket a genotoxikus ágensek széles köre okozhat. Egy esszenciális 
génben javítatlanul maradt egyetlen kettős szálú törés végzetes következményekkel járhat a 
sejt számára, hiszen sejthalált okozhat (Rich és mtsai 2000). A kettős szálú törések 
hibamentesen homológ rekombinációval (HR), hibára hajlamosan pedig nem homológ 
szálegyesítéssel (non-homologous end joining, NHEJ) javítódhatnak. Emlősökben a NHEJ a 
domináns útvonal (Haber 2000), elsősorban a G0/G1 fázisban történik, míg a HR a késői S és 
G2 fázisban mehet végbe (Pastink és mtsai 2001). A két folyamat különböző mechanizmussal 
megy végbe és eltérő fehérjefaktorokat használ. A kezdeti, károsodást felismerő és hibajavító 
faktorokat vonzó lépésekhez azonban mindkét folyamatban az ATM kinázra (ataxia 
telangiectasia mutated protein) van szükség, ami számos jelátviteli útvonal szabályozásában 
vesz részt (Shiloh 2001). 
A NHEJ rendszer a szabad DNS végek szekvencia homológiája nélkül egyesíti a 
kettős szálú töréseket (Critchlow és Jackson 1988) (6. Ábra). 
NEM HOMOLÓG SZÁLEGYESÍTÉS (NHEJ) 
i i i i i i i i i i n 
6. Ábra. A nem homológ szálegyesítés (NHEJ) folyamata. A NHEJ reparáció hibára hajlamosító 
folyamat, mivel szekvencia homológia nélkül ligálja a szabad DNS végeket. (Christmann és mtsai 
(2003) nyomán) 
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A HR során a károsodott kromoszóma fizikai közelségbe kerül a vele homológ 
szekvenciát tartalmazó nem károsodott DNS-sel, amit templátként használ a javításhoz 
(Sonoda és mtsai 2001) (7. Ábra). 
HOMOLÓG REKOMBINÁCIÓ (HR) 
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7. Ábra. A humán homológ rekombináció (HR) folyamata. A HR során a kettős szálú DNS törések 
homológ szekvenciát tartalmazó DNS szálkicserélődéssel hibamentesen javítódnak. (Christmann és 
mtsai (2003) nyomán) 
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3.6. A dohányzás szerepe a tumorgenezisben 
A reaktív oxigén származékok, mint minden olyan ágens, ami a DNS-t kémiailag 
módosítani képes, karcinogén lehet. A ROS lipid és fehérje károsító hatása szintén lehet 
mutagén. 
A cigaretta a legszélsőségesebb példája a szisztémás emberi mutagéneknek (DeMarini 
2004), 11 szerv daganatos elváltozásával hozható kapcsolatba (IARC 2004). A dohányzás 
indukálja a testvérkromatida kicserélődést, transzlokációkat, mikroszatellita instabilitást, 
aneuploidiákat, DNS száltöréseket és oxidatív károsodásokat okozhat az ivari és szomatikus 
sejtekben, passzív dohányzás esetében is (DeMarini 2004, Husgafvel-Pursiainen és mtsai 
2000). A daganatos elváltozások jelentős hányadában onkogének és tumor szupresszor gének 
mutációi és csökkent reparációs aktivitás mutatható ki. 
A DNS reparáció génjeinek mutációi mellett kulcsszerep jut ebben a folyamatban a 
p53 tumorszupresszornak. A p53 a genetikai integritás megőrzésében fontos szerepet játszó 
molekula, amelyet a genom őrének is neveznek, hiszen szerepet vállal a reparációs és 
rekombinációs folyamatokban is (Lane 1992, Sengupta és Harris 2005). A p53 gén 
mutációinak elsődleges szerepe van a tumorgenezisben (Hollstein és mtsai 1991), 
inaktivációja az emberi daganatok több mint felében kimutatható (Levine 1997). A p53 
génben képződő mutációk gyakorisága a tüdőrákos dohányosok esetében sokkal magasabb 
(Hainaut és Hollstein 2000, Hernandez-Boussard és mtsai 1999, Husgafvel-Pursiainen és 
mtsai 2000, Hussain és Harris 1998), előfordulása összefüggésbe hozható a dohányzás 
időtartamával és mennyiségével (Kondo és mtsai 1996). A dohányosok esetében 
szignifikánsan több GC->TA transzverzió fordulhat elő a p53 génben, amely bizonyos 
vizsgálatok szerint elsősorban a PAH-ok direkt mutagén hatásának köszönhető (Pfeifer és 
Hainaut 2003). Jelentős eltérés figyelhető meg a p53 mutációk előfordulásában a nemek 
között. A dohányzó nőknél előforduló daganatok esetében sokkal több dohányzás által 
okozott mutáció mutatható ki (Toyooka és mtsai 2003), amely a nők fokozott érzékenységére 
utal a dohányzásból származó karcinogén anyagokra. 
A sejtben a p53 védelmező szerepét három útvonalon képes kifejteni (Levine 1997, 
McKay és mtsai 1999). A p53 fehérje közvetlenül részt vehet a BER (Barzilai és Yamamoto 
2004) és NER (Ford 2005) folyamataiban azáltal, hogy direkt fehérje-fehérje kölcsönhatásba 
lép számos reparációs fehérjével, illetve más reparációs fehérjék transzkripcionális 
szabályozását irányítja. A sejtciklus Gl/S ellenőrzőpontjának szabályozása révén időt biztosít 
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a károsodott sejtekben a reparációs folyamatok számára számos gén transzkripciónál is 
szabályozásán keresztül. Amennyiben a károsodás már irreverzibilis a p53 beindítja a 
programozott sejthalált (Fas, Bax és Bcl-2 gén szabályozása), így védelmezve az egyedet a 
mutációk rögzülésétől (Prives és Hall 1999). Az, hogy egy bizonyos DNS károsodásra melyik 
p53 által szabályozott útvonal indul be, számos tényezőtől függ (sejt típusától, aktivált 
onkogének kombinációjától, a stressz típusától és intenzitásától valamint a p53 és különböző 
fehérjék kölcsönhatásától) (Levine 1997). Feltételezik, hogy a p53 képes differenciáltan 
transzaktiválni a sejtciklus feltartóztatásáért és az apoptózisért felelős gének promóterét 
(Meek 2004). A genotoxikus stressz hatására más tumor szupresszor fehéijék is 
aktiválódhatnak, és a p53-hoz hasonló módon a sejtciklus szabályozásában fontos szerephez 
juthatnak (Furukawa-Hibi és mtsai 2005). 
3.7. A dohányzás és a reaktív oxigén származékok szerepe a női 
reprodukcióban 
A dohányzás a humán reprodukció szinte valamennyi területére hatást gyakorol 
(Schiverick és Kalifa 1999). Szerepe lehet a meddőségben, de a terhesség során is a 
dohányosoknak nagyobb lehet az esélye a spontán vetélésre, a magzat növekedési 
visszamaradottságára, a koraszülésre, a perinatális halálozásra, a bölcsőhalálra és a fejlődési 
rendellenességekre is. A dohányos nőknél akár több mint háromszor nagyobb annak az 
esélye, hogy egy év alatt nem esnek teherbe (Hassan és Killick 2004, Shulman és mtsai 1990). 
A petefészek és méhkürt eredetű meddőség gyakoribb a dohányosok esetében (Van Voorhis 
és mtsai 1996). Terhes dohányzó nők amniocentézise során vizsgált magzati amnion 
sejtekben nagyobb gyakorisággal fordul elő kromoszóma instabilitás. A leggyakrabban 
előforduló törés a 11 q23 régióban található, amely vérképzőszervi rendellenességek, leukémia 
kialakulásában játszik szerepet (de la Chica és mtsai 2005). Szignifikáns összefüggés 
mutatható ki a dohányzó anyák újszülöttjeinek limfocitáiban a testvér kromatida kicserélődés 
gyakoriságában (Sardas és mtsai 1995), Az IVF {in vitro fertilizáció) kezelésre szoruló 
dohányos asszonyoknál sokkal nagyobb hormondózisokra van szükség megfelelő petefészek 
stimuláció eléréséhez, kevesebb petesejt nyerhető és a fertilizáció hiánya nagyobb arányban 
fordul elő (El-Nemr és mtsai 1998). A cigarettafüstben található kémiai anyagok felgyorsítják 
a petefészkek kimerülését és a reprodukciós funkció elvesztését (Mattison és mtsai 1989). 
Például az ismert petefészek toxin, a kadmium, IVF kezelésben részesülő asszonyok 
tüszőfolyadékában a dohányzás mértékével szignifikáns arányban kimutatható (Zenzes és 
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mtsai 1995). A nikotin és fő metabolitja a cotinin bejut a petefészek granulosa-lutein sejtjeibe 
és a magi és citoplazinatikus fehérjékhez kötődve befolyásolhatja az érésben levő tüsző 
fejlődési potenciálját, illetve megzavarja a petesejtek meiotikus érési folyamatait (Zenzes és 
mtsai 1995b). A benzo[a]pirén kovalensen képes kötődni a DNS-hez és adduktokat képez 
(Koreda és mtsai 1978), melyek jelenléte a dohányosok petefészkének sejtjeiben potenciális 
DNS károsodási rizikót jelent (Shamsudin és Ghan 1998, Zenzes és mtsai 1998). A 
cigarettafüst alkotórészei csökkentik a tüszőkben az ösztrogén termelést és gyorsítják lebontó 
folyamatait (Shulman és mtsai 1990). A dohányos asszonyoktól származó petesejtekben 
nagyobb gyakorisággal fordulnak elő genetikai rendellenességek (Zenzes és mtsai 1995). 
A ROS lehetséges szerepét a humán reprodukcióban már 60 évvel ezelőtt felvetették 
(MacLeod 1943), de tényleges szerepükről a női reprodukcióban még viszonylag keveset 
tudunk. Ismeretlen okok miatt meddő nők peritoneális folyadékában szignifikánsan nagyobb 
mennyiségben mutathatók ki ROS fajták (Wang és mtsai 1997), ami az ismeretlen eredetű 
meddőség egyik oka lehet. Ezeknél az asszonyoknál a tüszőfolyadékban csökkent szinten 
mutatható ki a ROS hatásának kivédésére szolgáló enzim, a szelénium-függő-glutation-
peroxidáz (Paszkowski és mtsai 1995). Ezen enzim szintje viszont magasabb volt azokban a 
tüszőkben, amelyekből a későbbiekben sikeresen termékenyült petesejteket nyerték 
(Paszkowski és Clarké 1996). Yang és munkatársai magasabb H 2 0 2 szintet mutattak ki a 
gyengébb minőségű, sejtfragmentumokat is tartalmazó embriókban, összehasonlítva a 
szabályos blasztoméreket tartalmazó embriókkal és a nem termékenyült petesejtekkel. A 
hydrosalpinx folyadék (a petevezetékben kórosan felgyülemlő folyadék) ismert embriotoxikus 
hatásában is pozitív összefüggést mutat a ROS jelenlétével (Bedaiwy és mtsai 2002). 
Feltételezik, hogy bizonyos ROS fajták szerepet játszanak az embrionális fejlődés során a 
„nem kívánt" sejtek apoptotikus folyamataiban is (Pierce és mtsai 1991). Valószínűsíthető, 
hogy a ROS szerepe a különböző embrionális fejlődési stádiumokban eltérő lehet (Oyawoye 
és mtsai 2003). Túlzottan alacsony illetve magas jelenlétük káros hatású, azonban egyes 
vizsgálatok szerint a ROS fajták alacsony szintű jelenléte szükséges lehet a sikeres 
megtermékenyülési folyamatokhoz (Attaran és mtsai 2000). 
3.8. A tüszőfejlődés 
Az egyedfejlődés során a petefészkek kialakulásától egészen az ovulációig a 
petefészek normális funkciója nagymértékben függ a petesejtek és a környező szomatikus 
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sejtek szoros kapcsolatától és érzékeny kommunikációjától (Fair 2003, Vanderhyden 2002). A 
fejlődő tüszőben a petesejtek a környező granulosa sejtekkel és a granulosa sejtek egymással 
sejt-sejt kapcsolódásokon (gap junction) keresztül szoros funkcionális szincíciumot alkotnak 
(Kidder és Mhawi 2002). A granulosa sejtek a petesejtek érési folyamatait valószínűleg a 
transzkripció és transzláció szabályozásával befolyásolják (Vanderhyden 2002). A petesejt a 
granulosa sejtek proliferációját, differenciációját, valamint az extracelluláris mátrix 
molekulák és a szteroid hormon termelését is aktívan szabályozza (Eppig 2001). 
Az érett tüszőben a granulosa sejtek két csoportját különböztethetjük meg. A 
petesejteket közvetlenül körülölelő és ovulációkor együtt kiszakadó granulosa sejtcsoportot 
cumulus sejteknek nevezzük, míg a tüsző falát több rétegben borító szteroid termelő és LFf 
receptorok kifejezéséért felelős sejtcsoportot muralis (fali) granulosa sejteknek nevezzük. Az 
egyszerűség végett a későbbiekben ezeknél a sejteknél csak a granulosa sejt elnevezést 
használjuk (8. Ábra). A cumulus sejtek a későbbi ovulációban és megtermékenyülési 
folyamatokban létfontosságú mátrix molekulákat szekretálják és rendezik össze (Fair 2003). 
Az FSH és LH szabályozáson keresztül lezajló jelátviteli folyamatokban mint közvetítők 
vesznek részt, ezáltal szabályozzák a petesejtek meiotikus érési folyamatait (Armstrong és 
mtsai 1991, Behrman és mtsai 1988, Zhou és Kimata 2001). A fertilizációkor a cumulus 
sejtek a spermiumok „csábítására" alkalmas mikrokörnyezetet teremtenek, ezáltal elősegítik a 
jó minőségű spermiumok petesejthez kerülését, kapacitációját és a petesejtbe jutását (Van 
Soom és mtsai 2002). 
8. Ábra. A fejlődő tüsző metszeti képe (A) és az IVF során izolált cumulus sejtekkel körülölelt 
petesejt morfológiája (B). A cumulus sejtek a fejlődő tüszőben még kompakt sejtréteget alkotnak a 
petesejt körül, ami az ovulációkor fellazul és sugaras irányban szétterülő morfológiát mutat. 
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A tüszőfejlődés során a granulosa sejtek fenotípusát a hormonális hatások jelentősen 
befolyásolják. Az FSH és az ösztradiol együttesen hatnak a granulosa sejtek proliferációjára 
és differenciációjára, amelyben a sejtciklusban szereplő protein kinázok kaszkádjának alkotói 
fontos szerepet töltenek be. Ebben a folyamatban fontos szerepe van az LH csúcsnak, hiszen 
ilyenkor a granulosa sejtek felszínén megnő az LH receptorok száma és a sejtek progeszteron 
termelő képessége fokozódik (Hillensjo és mtsai 1981). 
A hormonális hatások következtében a granulosa sejtek drámai változáson esnek át. 
Az eddig intenzíven osztódó, ösztradiol-termelő sejtekből nem osztódó, véglegesen 
differenciálódott progeszteron termelő sejtekké válnak a sárgatestben (Richards 1994). 
Ezekben a folyamatokban a petesejtek is aktív szerepet vállalnak. Olyan faktorokat termelnek, 
amelyek gátolják az LH receptorok expresszióját (Eppig 1998) és befolyással vannak a 
granulosa sejtek szteroid szintézisére (Vanderhyden 1988). 
Ezek a folyamatok bizonyítják, hogy a normális fejlődési potenciállal rendelkező 
petesejtek termelésében és a sikeres reprodukcióban mindkét típusú granulosa sejtnek 
kiemelkedő szerepe van. Ezért az IVF során a petesejtekről eltávolított cumulus, vagy a 
tüszőfolyadékból izolált granulosa sejtek felhasználhatók a reprodukcióban szerepet játszó 
toxikus hatások vizsgálatára (Hughes és mtsai 1990, Mattioli és Barboni 2000). 
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4. CÉLKITŰZÉSEK 
Számos irodalmi adat támasztja alá a dohányzás direkt szerepét a DNS károsodások 
kialakulásában. A károsodások forrása lehet a nagy mennyiségben jelen levő reaktív oxigén és 
nitrogén származékok által okozott oxidatív stressz, illetve számos egyéb molekula. A 
dohányzás negatív hatása minden szervre kiterjedhet, lényeges hatással bír a reprodukció 
szinte minden területére is. 
A női reprodukcióban számos tényező játszik szerepet. Közülük kiemelkedő a 
normális fejlődési potenciállal rendelkező petesejtek termelése, illetve a megfelelő hormonális 
háttér kialakítása. Az oxidatív stressz szerepét néhány folyamatban kimutatták, azonban a 
károsító hatás molekuláris mechanizmusairól még viszonylag keveset tudunk. Az emberi 
petesejtek vizsgálata IVF kezelésben részt vevő asszonyok sejtjein történhet. Kísérleti célra 
csak a kezelés után fennmaradó, meg nem termékenyült illetve kóros petesejtek használatát 
engedélyezhetik, azonban ezek a sejtek már jó eséllyel tartalmaznak valamilyen károsodást. 
Fejlődő tüszőkben a petesejtek a cumulus és granulosa sejtekkel vannak körülvéve, amelyek 
,jóléte" nagyon fontos a petesejtek normális fejlődéséhez. Mindkét sejtcsoport az IVF kezelés 
„melléktermékeként" izolálható, ezért felhasználhatók a reprodukcióban szerepet játszó 
toxikus hatások vizsgálatára. 
Mindezek alapján vizsgálni kívántuk: 
- az IVF során izolált granulosa sejtekből készített sejttenyészetben a cigarettafüst és 
cigarettakátrány extraktum hatására termelődő reaktív származékokat és párhuzamosan 
a DNS károsodások mértékét ESR-rel illetve Comet assay-vel, 
- in vitro granulosa sejttenyészetben a cigarettafüst és cigarettakátrány extraktum okozta 
oxidatív DNS károsodások javító folyamatait, 
- a dohányzás in vivo DNS károsító hatását emberi cumulus sejtekre és az IVF 
sikerességére, 
- a dohányzás következtében kialakult metilált bázisok javításában szerepet játszó 
alkiltranszferáz enzim aktivitását. 
A vizsgálatokat a Szegedi Tudományegyetem Szent-Györgyi Albert Orvos- és 
Gyógyszerésztudományi Centrum Regionális Humán Orvosbiológiai Kutatásetikai 
Bizottságának engedélyével végeztük. 
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5. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
5.1. Anyagok és oldatok 
A külön nem jelzett eredetű vegyszerek a Reanal Vegyszergyártól származnak. 
H 2 0 2 (Molar Chemicals KFT), DMSO (MERCK), DMPO (Sigma) 
DMEM tápoldat: Dulbecco's Modified Eagle Medium, 45% glükóz tartalmú (GIBCO) 
FCS (Foetal Calf Serum, GIBCO) 
GAMETE™-1.2 tápoldat (IVF Science Scandinavia) 
GAMETE™-100 (IVF Science Scandinavia) 
Normál olvadáspontú agaróz (Sigma, Cat. No. P9539) 
Alacsony olvadáspontú agaróz (Sigma, Cat. No. P9414) 
Durvára csiszolt felületű, matt mikroszkóp tárgylemez (Richardson Supply Co., Cat.No 
267-096) 
Üveg fedőlemez 24x33 mm (Menzel Glaser) 
PBS: 136 mM NaCl, 2.6 mM KC1, 5 mM NaH2P04,l .7 mM NaH2P04, pH: 7.2, 
Comet Lízis puffer: 2.5 M NaCl, 100 mM Na2 EDTA, 10 mM Tris, pH: 10, és 1 % frissen 
adott TritonX-100 (MERCK) 
lxEndonukleáz puffer: 40 mM HEPES-KOH (Sigma), 0.1 M KC1 (Sigma), 0.5 mM EDTA 
(Sigma), 0.2 g/ml bovine serum albumin (BSA) (Sigma), pH: 8.0 
Alkalikus Elektroforézis puffer: 0.3 M NaOH, 1 mM EDTA, pH: 13 
Neutralizáló puffer: 0.4 M Tris-HCl, pH: 7.5 
Formamido-pirimidin-DNS glikoziláz: 8 OOOIU/ml (Biolabs, New England) 
Endonuleáz III: 10 000 IU/ml (Biolabs, New England) 
Puffer I: 50 mM Tris (Sigma), 1 mM EDTA (Sigma), 3 mM DTT (Sigma) (pH 8,3) 
Tritosol: 3g PPO, 257 ml Triton-X 100 (MERCK), 37 ml etilén-glikol (Sigma), 106 ml etanol 
1 literre kiegészítve vízzel 
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5.2. Cigarettafüst és cigarettakátrány extraktum készítése 
A kísérletekhez kereskedelmi forgalomban kapható filteres cigarettát használtunk, 
amelynek égése során cigarettánként 10 mg kátrány, 0.9 mg nikotin és 10 mg szén-monoxid 
keletkezik. 
A cigarettafüst extraktumot (CFE) 8 szál égő cigaretta vízlégszivattyúval 80 ml 10% 
FCS-t tartalmazó DMEM tápoldaton keresztül történő átbuborékoltatásával készítettük Raza 
és munkatársai módszerével (1999). Az extraktumot sterilre szűrtük és aliquotonként -20°C-
on tároltuk felhasználásig. Az így nyert 0.1 cigaretta/ml koncentrációjú füst extraktumot 
(CFE) hígítatlanul használtuk a kísérletekhez. 
A cigarettakátrány extraktumhoz (CKE) 3 szál égő cigaretta füstjét cellulóz papír szűrőn 
keresztül vízlégszivattyúval átszívattunk, majd a szűrőpapírt apró darabokra vágva 15 ml 10% 
FCS-t tartalmazó DMEM-mel 20 percig extraháltuk (Valavadinis és mtsai 1996). Az 
extraktumot sterilre szűrtük és aliquotonként -20°C-on tároltuk felhasználásig. A kezelésekhez 
az extraktumot DMEM-mel hígítva, 0.75 mg/ml névleges koncentrációban használtuk, ami 
0.075 szál cigaretta kátránytartalmának felel meg. 
5.3. A vizsgálatban részt vevő asszonyok 
Az in vivo comet assay kísérletekhez 20 nemdohányzó (21-39 éves, 29.45 átlag 
életkorú) és 20 dohányzó asszonyt (25-40 éves, 32.36 átlag életkorú) véletlenszerűen 
választottunk ki a szegedi Kaáli Intézetben in vitro fertilizációs kezelésben részesülő 
asszonyok közül. A dohányosok és nemdohányzók mintáit mindig párhuzamosan vizsgáltuk. 
A dohányosok 3-40 szál cigarettát szívtak naponta (átlag 15.16 szál/nap). 
A granulosa sejteken in vitro végzett kísérletekhez 6 nemdohányzó beteg 
tüszőfolyadékából származó sejtek keverékét használtuk. 
5.4. Asszisztált reprodukciós eljárás 
A vizsgált asszonyok partnerükkel együtt rutin IVF kezelésben részesültek a szegedi 
Kaáli Intézetben. Az előzetes kivizsgálások után az ovuláció indukció az in vivo kísérletek 
esetében fogamzásgátló tabletta előzetes szedése után clomifén-citrát (CC) (Clostilbegyt; 
Richter, Budapest, Flungary) és hMG (humán menopausal gonadotropin) (Humegon; 
Organon, Rotterdam, the Netherlands). Az in vitro kísérletek esetében a petefészek 
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hormontermelését GnRh analógok alkalmazásával gátoltuk. A stimuláció tisztán FSH tartalmú 
Gonal-f (Serono, Romé, Italy) és FSH és LH tartalmú Menogon (Ferring GmbH, Wittland, 
Germany) kezeléssel történt. A stimuláció folyamatos transzvaginális ultrahang ellenőrzés 
mellett ment végbe, az ovuláció indukció 7500 IU hCG (Choriogonin; Richter, Budapest, 
Hungary, illetve Ovitrelle; Serono, Romé, Italy) adásával történt, amint a legnagyobb tüsző 
mérete elérte a 18mm átmérőt. 35 órával a hCG injekció után a follikulus folyadékokat 
transzvaginális ultrahang segítségével szívtuk le a tüszőkből. A cumulus sejtekkel körülvett 
petesejteket izoláltuk a tüszőfolyadékból, a kísérletekhez a cumulus sejteket mechanikusan 
eltávolítottuk és GAMETE™-100 tápoldatba helyeztük, a többi cumulus sejtet hyaluronidáz 
kezeléssel távolítottuk el. A petesejteket 4-6 órán keresztül GAMETE™-1.2 tápoldatban 
inkubáltuk 37°C-on, 5% C0 2 jelenlétében, közben a spermiumokat sűrűség grádiens 
centrifugálással tisztítottuk. A megtermékenyítést intracitoplazmatikus spermium injektálással 
(ICSI) végeztük el. A fertilizációt jelző 2 vagy több pronukleusz jelenlétét 18-20 óra inkubálás 
után vizsgáltuk. A préembriókat pontozás és minősítés után (Steer és mtsai 1992) a második 
vagy harmadik napon katéter segítségével helyeztük vissza a méh üregébe. A terhességet 14 
nappal az embrió visszültetés után végzett teszt segítségével állapítottuk meg. A 6. héten 
végzett ultrahangos vizsgálattal szívműködést mutató magzat jelenlétét tekintettük klinikai 
terhességnek. Abban az esetben, ha a pozitív terhességi teszt ellenére életképes magzat nem 
mutatható ki, biokémiai terhességről beszélünk. 
5.5. Granulosa sejtek izolálása és tenyésztése 
A granulosa sejteket Földesi módszere alapján izoláltuk csekély módosítással (Földesi 
és mtsai 1998). Elegendő mennyiségű sejt kinyeréséhez 6 JVF kezelésben részt vevő nem 
dohányzó asszony tüszőfolyadékát gyűjtöttük össze és 3 percig lOOg-vel centrifugáltuk. A 
leülepedett sejteket 1% FCS-t tartalmazó PBS-ben (phosphate-buffered saline) 
felszuszpendáltuk és a tüszőfolyadék vérszennyezettségétől függően 2-3-szor mostuk. Az 
utolsó mosás után a sejteket l ml 1% FCS-t tartalmazó PBS-ben vettük fel és 20 IU/ml 
hyaluronidázzal inkubáltuk 12 percig (37 °C-on 5% C02). Az enzimreakció végén 20 ml PBS-
t adtunk hozzá, majd újabb centrifugálás után a sejteket 1 ml PBS-ben felszuszpendálva 
óvatosan 50% Percoll: 50% PBS „párnára" rétegeztük. 2000g-vel 10 percen keresztül 
centrifugálva a granulosa sejtek a Percoll „párna" tetején maradnak, míg a vérsejtek 
leülepednek a cső aljára. Az interfázisból óvatosan leszívtuk a granulosa sejteket és kétszer 
mostuk 10 % FCS-t tartalmazó DMEM tápoldatban. Végül a sejteket 1 ml DMEM-ben vettük 
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fel, a sejtszámot Bürker kamrában határoztuk meg. 105 sejt/ml sűrűséget használtunk a 
kísérletekhez. A comet assay-hez 4 lyukú (Nunc), az alkiltranszferáz enzim aktivitásának 
méréséhez 10 cm átmérőjű szövettenyésztő (Corning) csészében tenyésztettük a sejteket. 24 
óra múlva a sejteket mostuk és a kísérletekig 37 °C-on 5% C0 2 jelenlétében tartottuk DMEM 
tápoldatban. A granulosa sejtek ilyen körülmények között 10-14 napig életképesek (9. Ábra). 
9. Ábra. Granulosa sejtek morfológiája sejttenyészetben. A granulosa sejtek tenyészetben gyakran 
csomókban nőnek. A sejtek közötti kommunikáció nyúlványokon keresztül történik. 
5.6. A granulosa sejtek kezelése in vitro 
Kísérleteink során a granulosa sejteken a DMEM tápoldatot cigarettafüst (CFE; 0,1 
szál cigaretta/ml) és cigarettakátrány (CKE; 0,75 mg kátrány/ml) extraktumra cseréltük és a 
sejteket 37 °C-on 5% C0 2 jelenlétében tartottuk. A megfelelő kezelési idő letelte után a 
sejtekről a füst és a kátrány extraktumot eltávolítottuk. Reparációs kísérleteknél a sejteket 3x 
mostuk DMEM tápoldattal, majd a sejteket 37 °C-on 5% C0 2 jelenlétében tartottuk DMEM 
tápoldatban a megfelelő ideig. Ezután, illetve a reparációs idő nélküli kísérleteknél a sejteket 
3x mostuk PBS-sel, felszuszpendáltuk és az 5.8. fejezetben leírtak szerint végeztük el a comet 
assay kísérleteket. Az alkalmazott kezelési és reparációs időket az adott kísérlet során a 6. 
fejezetben részletezzük. 
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5.7. Elektron Spin Rezonancia (ESR) 
A módszer a párosítatlan elektronok közvetlen mérésén alapul. A szabadgyökök, így a 
ROS fajták is párosítatlan elektront tartalmaznak, ezért képesek egy külső mágneses térben 
energiát elnyelni. Ez az energia abszorpció közvetlenül mérhető és jellemző az adott 
párosítatlan elektront tartalmazó molekula fajtájára. Tekintettel arra, hogy a DNS károsodások 
jelentős részéért felelős 'OH gyökök igen rövid életidejüek, ezért kimutatásukhoz ún. 
gyökcsapdára van szükség. Kísérleteinkben a Janzen és Liu által 1973-ban szintetizált DMPO-
t (5,5-dimetil-l-pirrolin N-oxid) használtuk gyökcsapdának, amellyel reagálva a reaktív 
gyökök már mérhetők ESR-rel. A DMPO igen gyakran használt gyökcsapda, mert a belőle 
keletkező stabil addukt ESR spektruma függ a csapdázott gyök kémiai természetétől 
(10. Ábra). 
DMPO 
10. Ábra. A DMPO és szabad gyökkel (R*) képzett adduktja. 
A granulosa sejteket 2 és 4 órán keresztül kezeltük cigarettafüst (CFE) és 
cigarettakátrány extraktummal (CKE). A sejtekhez a kezelési idő leteltével hozzáadtuk a 
gyökcsapdát (DMPO 2% etanolban oldva) 10% FCS tartalmú DMEM tápoldatban. A DMPO 
a rendszerben keletkező valamennyi szabad gyökkel reagálhat, így a DMPO-OH mellett más 
addukt is keletkezik. Ezen adduktok egy része instabil, a szuperoxid gyökökkel kialakuló 
DMPO-OOH például spontán átalakulhat DMPO-OH-vá, így ezek szintén hidroxil 
gyökökként jelenhetnek meg. Ennek kiküszöbölésére a kísérlet másik felében a DMPO 
mellett DMSO-t (2.5%) is adtunk a sejtekhez (Halliwell 1999). A DMSO kompetái a DMPO-
val és reagál a 'OH gyökökkel, metil gyök ('CH3) keletkezik (11. Ábra), amely a DMPO-val 
jellegzetes adduktot képez: 
(CH 3 ) 2 S=0 + 'OH C H 3 S = 0 + 'CH3 
I 
OH 
11. Ábra. A DMSO és a 'OH gyök reakciója. 
34 
Abban az esetben, ha "OH gyökök valóban csapdázódtak, a DMSO hozzáadásával a DMPO-
OH szignál, a DMPO-CH3 szignál növekedésével párhuzamosan csökkenni fog A sejteket 5 
perc inkubációs idő után mechanikusan felszuszpendáltuk és a reaktív oxigén csapdák ESR 
jeleit Bruker ECS-106 spektrométerrel mértük a következő paraméterek mellett: 9.45 GHz 
(X-band), 2 G modulációs amplitúdó, 100 kHz modulációs frekvencia, 5 mW mikrohullámú 
teljesítmény. A víztartalom alacsonyan tartása érdekében 15 pl mintákat mértünk, 
kapillárisokban. A jel/zaj viszony javítása érdekében általában 9 mérés átlagát használtuk. A 
többi sejtben párhuzamosan mértük az egyes szálú DNS törések és lúg labilis helyek 
mennyiségét alkalikus comet assay-vel (lásd 5.8. fejezet). Kontrollként a granulosa sejtekkel 
kezelés nélkül DMPO illetve DMPO+DMSO hozzáadásával végeztük el a kísérleteket. 
Pozitív kontrollként a sejteket korábbi comet assay kísérletekben oxidatív károsodás 
indukálására használt 100 pM H202-al 5 percig kezeltük, majd a fentiek szerint elvégeztük a 
méréseket. 
5.8. Comet assay 
A comet-assay vagy "egy sejt gélelektroforézis" technika napjainkban igen gyakran 
alkalmazott olcsó, gyors, könnyen kivitelezhető eljárás különböző környezeti ártalmak -
köztük a dohányzás - DNS-károsító hatásának vizsgálatára (Ellahuene és mtsai 2004, Hininger 
és mtsai 2004, Nia és mtsai 2001, Piperakis és mtsai 1998, Poli és mtsai 1999, Yang és mtsai 
1999, Wojewodzka és mtsai 1999). Az alkalmazott módszer az Ostling és Johanson (1984) 
által kidolgozott eljárás módosított változata. A módszer a DNS száltöréseinek kimutatására 
alkalmas. Neutrális körülmények között a kettősszálú törések (Olive és mtsai 1992), alkalikus 
körülmények között az egyesszálú törések és ún. lúg-labilis helyek mutathatók ki (Gedik és 
mtsai 1992). 
A vizsgálat során a tesztelni kívánt DNS károsító ágenssel kezelt, illetőleg valamely 
ágens feltételezett hatásának kitett (pl. esetünkben dohányzó asszonyokból származó) 
sejtmintát használnak, a mintának egyedi sejtekből álló szuszpenziónak kell lennie. A sejtek 
analízise (feltárása, enzimatikus kezelése, elektroforézise majd festése és mikroszkópos 
vizsgálata) a tárgylemez felszínére rétegzett vékony agaróz gélben történik, amelybe a sejtek 
még élő állapotukban kerülnek beágyazásra. 
A DNS károsodások hatására, vagy bizonyos DNS károsodások felismerésére 
specifikus endonukleáz kezeléssel a károsodás helyén indukált száltörések következtében 
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elektroforézis során a sejtmagból a nagymólsúlyú DNS-t tartalmazó ("fej") és az anód 
irányába kihurkolódó csóva alakul ki ("farok"). Az üstökösre emlékeztető farok rész DNS 
tartalma arányos a magban található DNS törések számával, vizuális értékeléssel (0-tól 4-ig 
terjedő skálán való osztályozással) vagy speciális szoftverek használatával kvantitatíven 
értékelhető. 
A SEJTEK BEÁGYAZASA 
érdci felük tű tárgylemez 
normál ohmdázpontu agaréz réteg 
alacsony 
agaróz f 
a sejtek beágyazása ^ egyserjt 
szuszpenzió 
| lízis (Triton X-100, 2.5 M NaCl) 
fehérje mentes nnkleoid 
J (károsodás specifikus endnnukleáz kezelés) (Fpg/Endo III) 




(-07- 1.0 VJcrn. JOOmA) 




12. Ábra. A comet assay. A vizsgálandó sejteket agarózba ágyazva tárgylemezre rétegezzük és 
lizáljuk. A fellazult DNS szálak lúgos kitekerése után a nukleoidokat elektroforetizáljuk. A 
fehérjementes nukleoidból kiáramló „üstökös csóva" mérete alapján a sejtek vizuálisan 5 osztályba 
sorolhatók. (Fluoreszcens mikroszkópos felvétel, 400x-os nagyítás, etídium-bromidos festés). A 
csóvába kiáramló DNS mennyisége szoftver segítségével kvantitatíven analizálható. 
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Vizsgálatunkban a dohányzás DNS károsító hatását tanulmányoztuk a tüszőfejlődés 
során fontos szerepet betöltő cumulus és granulosa sejtekben. A petesejtnyerés során leszívott 
tüszőfolyadékban található granulosa sejtek tenyészetét in vitro dohányfüst illetve 
cigarettakátrány extraktummal kezeltük és vizsgáltuk hatásukat az oxidatív DNS károsodásra 
és DNS reparációra. A petesejteket körülvevő cumulus sejtekben vizsgáltuk a dohányzás in 
vivo hatását a DNS károsodásra és a sejtek érzékenységét az indukált oxidatív stresszre 
lOOpM H202-dal történő kezelés után. 
5.8.1. A sejtek beágyazása és lízise 
Az általunk használt protokoll a Singh és Collins által (Collins és mtsai 1996, Singh és 
mtsai 1988) kidolgozott alkalikus elektroforézist alkalmazó módszer, kisebb módosításokkal. 
Érdesre csiszolt felszínű mikroszkóp lemezekre 160 pl 1%-os, PBS-ben oldott normál 
olvadáspontú agarózt rétegeztünk és fedőlemezzel lefedve 4°C-on hagytuk megszilárdulni. A 
sejteket az utolsó PBS-es mosás után óvatosan felráztuk és 70 pl 0.75%-os (PBS-ben oldott) 
alacsony olvadáspontú agarózt adtunk hozzájuk, majd a fedőlemez eltávolítása után a már 
megszilárdult első agaróz rétegre terítettük. A sejteket tartalmazó agaróz réteget fedőlemezzel 
lefedve hagytuk megszilárdulni 5 percig 4°C-on. A fedőlemez eltávolítása után lízis puffert 
rétegeztünk a vízszintesen tartott lemezekre, majd 1 óráig inkubáltuk 4°C-os hűtőszekrényben. 
A lízissel a fehérjéket távolítjuk el a sejtmagból és a visszamaradó, gélbe ágyazott ún. 
nukleoidok már hozzáférhetővé válnak az enzimatikus kezelések számára. 
5.8.2. Enzimes kezelések 
A Formamido-pirimidin-DNS-glikoziláz (Fpg) az oxidált purinok, az Endonukleáz III 
(EndoIII) az oxidált pirimidinek felismerésére, kihasítására képes. Ezen enzimek 
alkalmazásával az oxidatív DNS károsodások szál törésekké alakíthatók, így a Comet assay-vel 
szintén kimutathatók (Collins és mtsai 1993, 1995). 
A lízist követően a lemezeket 3-szor 5 percig mostuk 1 xEndonukleáz pufferrel. A 
puffert a lemezek óvatos oldalra billentésével papírtörölközőre csorgattuk le. Az utolsó mosást 
követően 50 pl 1 xEndonukleáz pufferben 3000x hígított, Fpg illetve lOOOx hígított EndoIII 
enzimet adtunk hozzá és 45 percig 37°C-on nedves kamrában inkubáltuk. Az alkalmazott 
enzim koncentrációkat az adott preparátumból készített hígítási sorozat aktivitásának 
tesztelése nyomán választottuk ki. 
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5.8.3. Elektroforézis 
Az enzimatikus emésztést követően a tárgylemezeket jégbe állított horizontális 
elektroforézis tankba helyeztük frissen készített, 4°C-ra hűtött alkalikus elektroforézis 
pufferbe. A lemezeket 20 percig inkubáltuk az elektroforézis megkezdése előtt. Ezáltal a törött 
DNS szálak denaturálódnak. Az elektroforézis 20 percig 25 V-on 300 mA áramerősséggel 
folyt. Az elektroforézis után a lemezeket vízszintes tálcára helyezve 3x 5 percig 1 ml 4°C-os 
neutralizáló puffer rárétegzésével és óvatos lecsorgatásával mostuk, majd 50 pl 500 pg/ml 
(PBS-ben) etidium-bromid rácsöppentésével a lemezeket 5 percig festettük, fedőlemezzel 
lefedtük és fluorescens mikroszkóppal analizáltuk. 
5.8.4. Mikroszkópos analízis 
A lemezeket 400x-os nagyításban vizsgáltuk és minden lemezen 100 véletlenszerűen 
kiválasztott sejt fluoreszcens képét a granulosa sejtek esetében digitálisan rögzítettük 
(Axioskop 2 MOT, Zeiss fluorescens mikroszkóp; Axiocam, Zeiss digitális kamera; 
Axiovision 3.1 photo program, Zeiss). A comet képek analízisét Komét 5.0 szoftver (Kinetic 
Imaging Ltd., Liverpool, UK) segítségével végeztük. A cumulus sejtek esetében a comet 
csóva mérete alapján 5 osztályba soroltuk a sejteket (0-4) (12. Ábra). A megfelelő osztályban 
előforduló sejtek %-os arányát szorozva az osztály pontértékével minden osztályra ún. vizuális 
pontot számítottunk ki (vizuális pontozás, Collins és mtsai 1995). A teljes vizuális pontérték, 
amely a vizsgált betegcsoport egészében jellemzi a DNS károsodás mértékét, az 5 comet 
osztályba tartozó pontértékek összegéből adódik. így a teljes vizuális pontérték 0-tól (minden 
sejt sértetlen) 400-ig (minden sejt maximálisan károsodott) terjedhet. 
5.8.5. Statisztikai analízis 
A statisztikai analízist a Komét 5.0 szoftver által szolgáltatott ún. (az üstökös fejében 
és csóvájában mért fluoreszcencia intenzitások arányából számított) "% Comet csóva DNS" 
adatok alapján végeztük. Mintánként 100 sejt mért "% Comet csóva DNS" értékét átlagoltuk, 
majd kétmintás Student t-teszt alkalmazásával analizáltuk (Excel 5.0). A cumulus sejtek 
esetében a két csoport közötti eltérést ANOVA teszttel vizsgáltuk. A különböző comet 
osztályokba tartozó adatokat, teljes vizuális pontértékeket és az IVF alapvető paramétereit 
kétmintás Student t-teszt alkalmazásával analizáltuk (Excel 5.0), a terhességi ráta közötti 
eltérést Fischer's Exact test segítségével analizáltuk. A p<0.05 értékeket tekintettük 
statisztikusán szignifikánsnak. 
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5.9. Az alkiltranszferáz enzim aktivitásának mérése 
A DNS guanin O6-os pozíciójában lévő metilcsoportok javítását az ö6-metilguanin-
DNS metiltranszferáz (é/-MT, MGMT, AT-áz) végzi. Ez az öngyilkos DNS reparáló enzim a 
metilált guaninról saját citozinjára helyezi át a metilcsoportot. Egy enzimmolekula csak 
egyszer vesz részt a reakcióban, nem regenerálódik, így az egy sejtben egyszerre megtalálható 
enzimmennyiség szabja meg a reparáció kapacitását. Az enzim aktivitása egyszerű módszerrel 
meghatározható (Morten és Margison 1988). 
A kísérlethez 7 nemdohányzó, 5 dohányzó asszony tüszőfolyadékából izolált 
granulosa, illetve 6 nem dohányzó asszonytól izolált cumulus sejteket az AT-áz enzim 
egyének közötti gyakori aktivitás különbsége miatt összekeverve használtuk. A granulosa 
sejteket letapadás után az izolálás másnapján, a cumulus sejteket rögtön az izolálás után 
használtuk fel. 
A sejteket kétszer mostuk hideg PBS-sel, majd Puffer I-ben 2x15 másodperc 8 p-os 
szonikálással (vizes jégen) tárjuk fel. A felszabaduló proteázok gátlására végkoncentrációban 
2 mM PMSF-et (fenilmetil-szulfonilfluorid) és 10 pM leupeptidet adtunk hozzá. A 
sejttörmeléket 4 °C-on 10 perc 12000 rpm centrifugálással távolítottuk el és az oldott 
sejtfrakciót tartalmazó felülúszóból a fehérjekoncentrációt Bradford módszerrel (BIORAD kit) 
határoztuk meg. Különböző mennyiségű fehérjeextraktumot (100, 200 pg) mértünk a 40 pg-
nyi szubsztráthoz (100 pl 100 pg/ml-es törzsoldatból) és Puffer I-gyel 500 pl végtérfogatra 
egészítjük ki. Az enzimreakció szubsztrátja 3[H]MNU- kezelt borjú tímusz DNS (60 %-ban a 
guanin O6-os pozícióját metilálja), mely 10%-ban tartalmazza az alkilált bázist. A 
reakcióelegyet 37°C-on fél óráig inkubáltuk, ezalatt az AT-áz a tríciummal jelölt 
metilcsoportokat sztöchiometrikusan magára veszi majd inaktiválódik. Ezáltal a radioaktivitás 
átkerül a fehérjefrakcióba, mégpedig az enzimmennyiségnek megfelelő arányban. Ezután a 
fehérjéket és a DNS-t 100 pl BSA (10 mg/ml), 100 pl 4M-os és 2 ml lM-os HC104 
(perklórsav) hozzáadásával 75 °C-on 45 percig inkubálva kicsaptuk illetve hidrolizáltuk. A 
csapadékot 3000rpm-mel 10 percig ülepítettük, mostuk 4 ml lM-os HC104-val, ismét 
centrifugáltuk, majd 300 pl 0,01M-os NaOH-ban oldottuk és 10 ml Tritosolban LSC-vel 
(folyadék szcintillációs készülék) mértük a radioaktivitást. Az enzimaktivitást 
összfehérjemennyiségre vonatkoztatva adtuk meg (fmol szubsztrát/mg összfehérje). 
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6. EREDMÉNYEK 
6.1. Reaktív oxigén származékok kimutatása és egyes szálú DNS törések 
mértéke granulosa sejtekben in vitro cigarettafüst és cigarettakátrány 
kezelés után 
A CFE-vel kezelt sejtek esetében a mérés során felhalmozódott DMPO-gyök 
adduktok ESR abszorpciós spektruma a hidroxil gyökökre volt jellemző, a mért DMPO-OH 
adduktok a kezelés időtartamától függően egyre több reaktív "OH gyök termelődését jelzik 
(13/A Ábra). DMSO hozzáadásával történt mérések azt igazolták, hogy ezek a szignálok 
valóban csökkennek, és megjelennek kevésbé karakterisztikus, DMPO-val szintén reagáló 
gyökökre utaló jelek (13/A Ábra). Comet assay-ben a DMPO-val kezelt sejtekben 
gyakorlatilag nem találtunk eltérést a DNS károsodás mértékében a kezelés idejének 
függvényében (13/B Ábra). DMSO hozzáadásával - amely a sejteket védi az oxidatív 
károsodásoktól - mind a kontroll, mind a 2 órás kezelés esetében szignifikáns csökkenést 
tapasztaltunk a DNS károsodás mértékében (13/B Ábra). Ezzel szemben a 4 órás kezelés 
esetében a DMSO már nem volt képes kifejteni sejtvédő hatását és a mért károsodott DNS 
aránya, bár nem szignifikánsan, magasabbnak bizonyult a csak DMPO-val kezelt, megfelelő 
mértékhez képest (13/B Ábra). 
A CKE-vei kezelt sejtek esetében ESR-rel a kezelés idejének függvényében 
szintén egyre több 'OH gyök termelődésére utaló DMPO-OH addukt mérhető, azonban a 
görbe jellege arra utal, hogy többféle gyök is reagált a DMPO-val (14/A Ábra). Comet assay-
ben a CFE kezelésnél mért értéknél szignifikánsan több DNS károsodást mutattunk ki (14/B 
Ábra). A 4 órás CKE kezelés a 2 óráshoz képest szignifikánsan több DNS károsodást okozott 
a kezelt granulosa sejtekben (14/B Ábra). DMSO hozzáadásával a *OH gyökök ESR 
szignáljai csökkenő, de még jelentős mennyiségű szabadgyök jelenlétére utalnak. Az ESR 
görbe jellege ettől eltekintve hasonló a csak DMPO-val mért szignálokhoz, mindenféleképpen 
több reaktív gyök komplex jelenlétére utal (14/A. Ábra). Comet assay-ben DMSO 
hozzáadásával a 2 órás kezelés esetében a CFE kezeléshez hasonlóan szignifikáns csökkenést 
tapasztaltunk a DNS károsodás mértékében (14/B Ábra). A 4 órás kezelés után szintén 
növekedést észleltünk a csak DMPO-val kezelt sejtekben mért értékhez képest a comet 
csóvák arányában, de az eltérés itt sem volt szignifikáns (14/B.Ábra). 
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kont ro l l 2 óra 4 óra 
DMPO 
kontro l l 2 óra 4 óra 
DMPO+DMSO 
13. Ábra. Cigarettafüst extraktummal (CFE) kezelt granulosa sejtek DMPO gyökcsapdával 
mért ESR spektrumai (A) és az ESR méréssel párhuzamosan comet assay-vel mért egyes szálú 
DNS törések (B). A feltüntetett értékeket a comet szoftver által szolgáltatott %-os értékek átlagából 
számoltuk ± SEM. CFE kezelés után az egyes szálú DNS törések mennyiségében szignifikáns 
növekedés mérhető (*) a kezeletlen kontrollhoz viszonyítva. A DMSO a kontroll (**) és a 2 órás CFE 
kezelt (**) sejtekben az egyes szálú DNS törések mértékét szignifikánsan csökkentette a DMPO-val 
kezelt sejtekhez képest (B). 
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14. Ábra. A cigarettakátrány extraktummal (CKE) kezelt granulosa sejtek ESR spektrumai 
DMPO gyökcsapdával (A) és a méréssel párhuzamosan comet assay-vel mért DNS károsodás 
(B). A feltüntetett értékeket a comet szoftver által szolgáltatott %-os értékek átlagából számoltuk 
± SEM. Négy óra CKE kezelés után az egyes szálú DNS törések mennyiségében szignifikáns 
növekedést mértünk a 2 órás CKE kezeléshez képest (*). A DMSO a kontroll (**) és a 2 órás CKE 
kezelt (**) sejtekben a DNS károsodás mértékét szignifikánsan csökkentette a csak DMPO-val kezelt 
sejtekhez viszonyítva (B). 
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Az ismert, comet assay-ben korábbi kísérleteinkben is használt külső eredetű 
oxidatív károsító ágens, a H 2 0 2 ESR szignáljai a CKE kezeléshez hasonló képet mutattak 
azzal az eltéréssel, hogy a mért adduktok mennyisége csak kis mértékben változott DMSO 
hozzáadásával (15/A Ábra). Comet assay-ben a lOOpM H 20 2 által okozott károsodás mértéke 
a füsttel és kátránnyal történt kezelés értékei közé tehető, a DMSO szintén nem tudta a 
sejteket megvédeni a reaktív oxigén származékok DNS károsító hatásától (15/B Ábra), az 
eltérés itt sem volt szignifikáns. 
A kezeletlen kontroll sejtekben a DMSO minden kísérletben szignifikánsan 
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15. Ábra. lOOpM H202-dal kezelt granulosa sejtek ESR spektrumai DMPO gyökcsapdával (A) és 
a méréssel párhuzamosan comet assay-vel mért DNS károsodás (B). Az ESR mérés kontrollja a 
sejteket nem tartalmazó DMEM tápoldathoz adott lOOgM H202-dal mért spektrum (A). A B ábrán 
feltüntetett értékeket a comet szoftver által szolgáltatott %-os értékek átlagából számoltuk ± SEM. A 
kontroll sejtekben a DMSO kezelés előtt és után mért eltérés (*) és a kontroll és H202-dal kezelt sejtek 
közötti eltérés (**) szignifikánsnak bizonyult. 
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6.2. A cigarettafüst és cigarettakátrány in vitro DNS károsító hatásának és 
reparációjának vizsgálata granulosa sejttenyészetben 
Vizsgálatunk során a nem dohányzó asszonyok tüszőfolyadékából származó granulosa 
sejtekből készített sejtkultúrában CFE és CKE extraktummal történt 2 és 4 órás kezelés után 
alkalikus comet assay-vel vizsgáltuk az alapszintű és oxidatív károsodásra specifikus DNS 
törések mértékét. Tekintettel arra, hogy irodalmi adatok alapján az emberi sejtvonalak 
esetében az egyes szálú törések féléletideje kb. 30 perc, és az oxidatív károsodások javítása 
néhány óra alatt végbemegy (Collins 1966), ezért első kísérletünkben a kezelési idő letelte 
után 0, 1, és 4 óra múltán vizsgáltuk a DNS károsodást (16, 17. Ábra). ). Az oxidatív 
károsodásokra specifikus Fpg és EndoIII enzimek a purin illetve pirimidin bázisoknál történt 
károsodásoknál hasítják a DNS-t, ami a comet farok DNS intenzitásának növekedését 
eredményezi. Eredményeinkből kitűnik, hogy 2 óra CFE kezelés kezdeti időpontban jelentős 
mértékű károsodást okozott, mind a száltörések (kb. 3,2x a kezeletlen kontrollhoz képest), 
mind oxidatív károsodások tekintetében (4x pirimidin, 4,6x purin bázisoknál a kezeletlen 
kontrollhoz képest) (16. Ábra). 1 óra elteltével a sejtekben mért comet csóva DNS-ek aránya 

















reparációs idő (óra) 
16. Ábra. 2 óra CFE kezelés hatására bekövetkező DNS károsodás és reparáció vizsgálata comet 
assay-vel'. A kezeletlen kontroll sejtekben mért egyes szálú DNS töréseket tekintettük l-nek, a többi 
értéket ehhez viszonyítottuk (± a hányados szórása). 
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Négy óra elteltével a rövidebb idejű CFE kezelés (2 óra) esetében az egyes szálú törések és az 
oxidatív bázisok száma a kezdeti időponthoz képest gyakorlatilag azonos (16. Ábra), a 
sejtekben a javítómechanizmusok elkezdik a DNS károsodás korrigálását. Ezzel ellentétben 4 
órás CFE kezelés után a mért comet csóva DNS aránya kis mértékben tovább emelkedik 1 óra 
után is (17. Ábra). 
reparációs idő (óra) 
17. Ábra. 4 óra CFE kezelés hatására bekövetkező DNS károsodás és reparáeió vizsgálata comet 
assay-vel. A kezeletlen kontroll sejtekben mért egyes szálú DNS töréseket tekintettük l-nek, a többi 
értéket ehhez viszonyítottuk (± a hányados szórása). 
Két óra CKE kezelés után a DNS egyesszálú töréseinél nagyjából ugyanolyan 
értékeket kaptunk, mint a CFE kezelésnél (18. Ábra). Az oxidált purinok számát je lző Fpg 
helyeknél kissé magasabbnak bizonyult (5x, a kezeletlen kontrollhoz képest) Az EndoIII által 
felismert pirimidin bázis károsodások mennyisége megközelíti az oxidált purinok esetében 
mért értékeket. Egy óra elteltével szintén drasztikus emelkedést tapasztaltunk mind 
száltörések, mind az oxidált károsodásokat tekintve (18. Ábra). A száltörések mértéke 4 óra 
elteltével lassabb ütemben ugyan, de még tovább növekedett (egyes szálú törések 9, lx; 
EndoIII 9,6x; Fpg 10,2x, a kezeletlen kontrollhoz viszonyítva) (18. Ábra). 
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reparációs idő (óra) 
18. Ábra. 2 óra CKE kezelés hatására bekövetkező DNS károsodás és reparáció vizsgálata comet 
assay-vel. A kezeletlen kontroll sejtekben mért egyes szálú DNS töréseket tekintettük l-nek, a többi 
értéket ehhez viszonyítottuk (± a hányados szórása). 
Négy órás CKE kezelést követően az egyes szálú törések és oxidatív DNS károsodások 
mértéke kezelés után a CFE kísérletben tapasztaltnál nagyobb szintre emelkedett. Az idő 
múlásával a károsodások mértéke folyamatosan nőtt, a 2 órás kezeléshez képest kissé 
magasabb végső értékeket mutatva, de nagyjából azonos kinetikával (19. Ábra). 
Kísérletünkben a kezdeti időpontban az oxidált pirimidinek kissé magasabb arányát mértük, 
de a későbbi időpontokban ismét a károsodott purin bázisok jelenléte volt a legmagasabb 
arányú (19. Ábra). Mind a 2, mind a 4 órás CKE kezelés esetében 4 óra elteltével a sejtek 
jelentős hányada a fluoreszcens mikroszkópos kép alapján a súlyosan vagy teljesen károsodott 
comet osztályokba sorolható. Ilyen szintű károsodás a sejtekben már apoptotikusnak nevezett 
mértékben töredezett DNS jelenlétére utalhat. Úgy túnik, hogy a cigarettakátrány 
extraktumban oly nagy mértékben találhatók DNS károsító anyagok, hogy az általuk okozott 
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kontroll 0 4 
reparációs idő (óra) 
19. Ábra. 4 óra CKE kezelés hatására bekövetkező DNS károsodás és reparáció vizsgálata comet 
assay-vel. A kezeletlen kontroll sejtekben mért egyes szálú DNS töréseket tekintettük l-nek, a többi 
értéket ehhez viszonyítottuk (± a hányados szórása). 
Ezek után rövidebb CFE kezelési (30 perc (20/A. Ábra), 1 (20/B. Ábra) és 2 óra 
20/C. Ábra)) és hosszabb reparációs időket alkalmazva végeztünk comet assay kísérleteket a 
granulosa sejtekkel (20. Ábra). Jól látható, hogy a kezelési idő függvényében a kezdeti 
időpontban mért DNS károsodás aránya egyre növekszik (20/A,B,C. Ábra). A reparációs idő 
függvényében a károsodások javítása a rövidebb (30 perc) kezelési idő esetében a 
legjelentősebb, de a megmaradó károsodások szintje nem csökken a kezeletlen kontroll 
szintjére (20/A. Ábra). Hosszabb kezelési idők (1 és 2 óra) alkalmazásával a reparáció 
kinetikája nagyjából hasonló (20/B,C. Ábra). A javítás lassú és a javítatlanul maradó 
károsodások szintje 24 óra múltán is viszonylag magas szinten marad (20/B,C. Ábra). 
Mindhárom kísérletben az oxidált purinokat mutattuk ki a legnagyobb arányban 
(20/A,B,C. Ábra). Kísérletünk során a rövid (30 perc) CFE kezelés esetében az oxidált purin 
és pirimidin bázisok javítása hasonló gyorsasággal történik (20/A. Ábra). Hosszabb kezelési 
idők (1 és 2 óra) alkalmazása után az oxidált purinok reparációja történt lassabban (20/A,B,C. 
Ábra). 
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egyes szálú törések 
egyes szálú törések +EndoIII helyek 




reparációs idő (óra) 
20. Ábra. A granulosa sejtek reparációs képességének vizsgálata a kezelési idő függvényében. 30 
perc (A), 1 (B) és 2 óra (C) CFE kezelések után rögtön (0) illetve 4, 12 és 24 óra múltán vizsgáltuk az 
egyes szálú törések, az EndoIII és az Fpg enzimek által felismert oxidatív báziskárosodások 
mennyiségét comet assay-vel. A kezeletlen kontroll sejtekben mért egyes szálú DNS töréseket 
tekintettük l-nek, a többi értéket ehhez viszonyítottuk (± a hányados szórása). 
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6.3. A dohányzás in vivo DNS károsító hatásának vizsgálata cumulus 
sejtekben 
Vizsgálatunkban 20 dohányzó és ugyanennyi nemdohányzó IVF kezelésben részt vevő 
asszony cumulus sejtjein végeztük el a comet assay-t. A DNS károsodás mértékét a natív 
cumulus sejtek fluoreszcens comet képeinek vizuális pontozásával határoztuk meg. Az 
összehasonlítás során szignifikáns növekedést mutattunk ki az átlagos teljes vizuális pont 
értékben dohányosok esetében mind az alapszintű, mind a H 2 0 2 indukálta DNS károsodás 
esetében (21.Ábra). 
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21. Ábra. Alapszintű és H 2 0 2 indukált DNS száltörések mennyisége dohányzó és nem dohányzó 
asszonyok cumulus sejtjeiben. A dohányzóknál alapállapotban és H202 stressz után is szignifikánsan 
növekedett szintű DNS károsodást mértünk a nem dohányzókhoz viszonyítva. A feltüntetett értékek az 
adott csoport átlagát jelölik ± SEM. A szignifikáns eltérést * jelöli. 
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Az alapszintű DNS száltörések mennyiségében szignifikáns különbséget találtunk a két 
vizsgált csoport között ANOVA teszttel. A DNS károsodás mértékét tükröző comet 
osztályokat vizsgálva és a dohányosokat összehasonlítva a nem dohányzókkal szignifikáns 
csökkenést mértünk a 0-ás (nem károsodott), a 3-as (nagymértékben károsodott) és a 4-es 
(teljes mértékben károsodott) osztályokban az alapszintű egyes és kettős szálú, illetve alkáli 
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22. Ábra. Alapszintű DNS károsodás megoszlása az 5 comet osztályban dohányzó és nem 
dohányzó nők cumulus sejtjeiben. Alapszinten a nagyrészt és teljesen károsodott sejteket 
tartalmazó comet osztályokba (3,4) szignifikánsan több, míg a nem károsodott sejteket 
tartalmazó osztályba (0) szignifikánsan kevesebb sejt található a dohányosoknál. A feltüntetett 
értékek az adott csoport átlagát jelölik ± SEM. A szignifikáns eltérést * jelöli. 
A cumulus sejtek oxidatív stresszre való érzékenységét lOOpM-os H 2 0 2 kezeléssel 
vizsgáltuk. Az összefüggést a dohányzás és a H 2 0 2 által indukált DNS károsodás között 
szignifikánsnak találtuk a vizsgált két betegcsoport statisztikai analízise során ANOVA 
teszttel (21. Ábra). A dohányzó asszonyok cumulus sejtjeiben tapasztalt DNS károsodás 
mértéke szignifikánsan tért el a nemdohányzókéval összevetve (21. Ábra), habár a teljes 
vizuális pontérték növekedésének mértéke nem volt szignifikáns a két csoport között. A 23. 
Ábra mutatja a sejtek megoszlását az öt különböző comet osztály között a H 2 0 2 kezelés után. 
A sejtek többnyire a maximálisan károsodott 4-es comet osztályba tartoztak; a nem károsodott 
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0, és a mérsékelten károsodott 2-es osztályba tartozó sejtek szignifikánsan nagyobb arányban 
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23. Ábra. H 2 0 2 indukált DNS károsodás megoszlása az 5 comet osztályban dohányzó és nem 
dohányzó nők cumulus sejtjeiben. H202 indukciót követően a közepes mértékben károsodott (2) és 
nem károsodott (0) comet osztályokba a dohányosoknál szignifikánsan kevesebb sejt tartozott. A 
feltüntetett értékek az adott csoport átlagát jelölik ± SEM. A szignifikáns eltérést * jelöli. 
Nem találtunk szignifikáns összefüggést egyénekre lebontva, egyéni különbség szintjén a 
naponta elszívott cigaretták száma és a DNS károsodás mértéke között. A legmagasabb comet 
pont értéket napi 10, míg a legalacsonyabb értéket napi 15 szál cigaretta elszívása esetében 
mértük. 
Az asszisztált reprodukciós kezelések sikerességét meghatározó alapvető paraméterek 
tekintetében (III. Táblázat) szignifikáns eltérést csak a 3. napon mért szérum FSH értékekben 
és a visszaültetett grade 2-es csoportba tartozó préembriók százalékos arányában tapasztaltunk 
a két csoport összehasonlítása során. A visszaültetett préembriók száma, az endometrium 
embrió transzferkor mért vastagsága nem volt szignifikánsan magasabb a nemdohányzók 
esetében. A 3. napon mért ösztradiol szintén nem volt szignifikánsan magasabb a dohányos 
asszonyok esetében. Annak ellenére, hogy a visszaültetett szedercsíra állapotú és legjobb 
minőségű préembriók százalékos megoszlása magasabb volt a dohányzók csoportjában, a 
terhességi ráta ezeknél az asszonyoknál szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult. Kilenc 
klinikai terhesség (45%) - melyből kettő ikerterhesség volt - és három biokémiai terhesség 
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(15%) jött létre a húsz nemdohányzó asszony esetében, míg a dohányos asszonyoknál 3 
klinikai (15%) és két (10%) biokémiai terhességet sikerült létrehozni. Minden klinikai 
terhesség sikeres szüléssel végződött. 
Nem dohányzók Dohányzók 
Paraméterek (n=20) (n=20) P 
Életkor (év) 29,45 ± 185 32.36 ± 5.62 Ns 
FSH (3.nap) (mU/ml) 6.11 ±2.40 8.45 ±2.93 0.0089 
Ösztradiol (pg/ml) 39.27 ± 19.76 41.24 ± 14.87 Ns 
Petesejtek száma (n) 4.91 ±2.48 4.31 ± 1.76 Ns 
Termékeny ült petesejtek száma (n) 3.73 ± 2.43 3.05 ± 1.65 Ns 
Fertilizációs ráta (%) 75.82 ±22.26 70.38 ± 29.24 Ns 
Transzferált preembriók száma (n) 2.45 ±0.74 2.39 ±0.978 Ns 
Endometrium vastagsága (mm) 11.66 ± 2.09 10.80 ± 2.19 Ns 
Transzferált morula (%) 20.37 22.73 Ns 
Transzferált grade 4 preembrió (%) - 6.82 NA 
Transzferált grade 3 preembrió (%) 64.82 56.82 Ns 
Transzferált grade 2 preembrió (%) 14.81 9.09 0.025 
Transzferált grade 1 preembrió (%) - 4.54 NA 
A kezelés kimenetele 
Pozitív terhességi teszt (%) 60 25 0.0267 
Klinikai terhesség (%) 45 15 0.0411 
III. Táblázat. Az asszisztált reprodukció alapvető paraméterei 
A feltüntetett értékek a csoport átlagát ± szórás jelölik. 
NA: a minta mérete miatt nem lehetett összehasonlítást végezni 
ns: nem szignifikáns 
6.4. Az alkiltranszferáz enzim aktivitásának mérése cumulus és granulosa 
sejtekben 
Az alkiltranszferáz enzim az O6-alkilált guaninról távolítja el az alkilcsoportot és 
ezáltal javítja a báziskárosodásokat. Az IVF során izolált cumulus sejtekben az ismerten 
alacsony AT-áz aktivitással rendelkező Pl9 teratokarcinóma sejteknél (Czibula és mtsai 1997) 
is alacsonyabb, míg a granulosa sejteknél több mint kétszeres aktivitásbeli eltérést mértünk a 
cumulus sejtekhez viszonyítva. A dohányzó asszonyok tüszőfolyadékából izolált granulosa 





IV. Táblázat. Az IVF során izolált sejttípusokban mért AT-áz aktivitások. 
Az enzimaktivitást 5 mérés átlagából számoltuk ± SEM. 
* a cumulus sejteknél mért értékkel összevetve 
** a nem dohányzó asszonyok granulosa sejíeiben mért értékkel összevetve 
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7. EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA 
7.1. Granulosa sejtekben a cigarettakátrány jelentős szintű, javítalanul 
maradó egyes szálú DNS törést indukált in viíro. 
Mivel a cigaretta égése során a szervezetbe káros kémiai anyagok keveréke jut, a 
dohányzás által okozott károsodások összetett mechanizmusok következményei. A 
cigarettafüst kátrány és gáz fázisa számos reaktív oxigén gyököt tartalmaz, közülük a DNS 
károsodások jelentős részéért felelős gyökök (többnyire 'OH) instabilak, ezért kimutatásuk 
vagy gyökcsapda használatával végzett ESR módszerrel, vagy az általuk okozott károsodás 
mértékének vizsgálatával lehetséges (pl. comet assay) (Halliweil és Whiteman 2004). 
Vizsgálatunk során a granulosa sejteket cigarettafüst extraktummal kezelve a 'OH 
gyökre jellemző ESR spektrumot kaptunk, a kezelési idő függvényében növekedő 
intenzitással. DMSO hozzáadásával a görbe 'OH gyökre specifikus jellege kissé megváltozik, 
ami jelzi más nem azonosított származékok megjelenését a dohányfüst alkotóelemeinek más 
molekulákkal végbemenő reakcióinak következményeként. 
Kísérleteinkben a granulosa sejteket in viíro cigarettakátrány extraktummal kezelve a 
'OH gyökön kívül számos más reaktív gyök komplex spektrumát mértük, amely a kezelési idő 
függvényében növekedett. A mért azonosítatlan spektrumok származhatnak a gyökök 
másodlagos reakcióiból, hiszen pl. a "OH gyök millisecundumok alatt reagálhat bármivel, ami 
éppen a közelében található (Halliweil és Gutteridge 1999). Ennek következtében az ex vivo 
mintákban a gyökcsapda használatával végzett ESR valószínűleg a ROS fajták 
biomolekulákkal történő reakciója során képződött másodlagos reaktív származékokat is 
kimutatja. Ilyen másodlagos származékok például a lipid peroxidáció során képződött alkoxil, 
peroxil stb. származékok, illetve minden bizonnyal a fehérje származékok is (Ostdal és mtsai 
2002, Pantke és mtsai 1999). 
CKE kezelés a dohányfüsttel összevetve nagyobb arányban okozott egyes szálú DNS 
töréseket a granulosa sejtekben. Ennek oka lehet, hogy a cigarettafüstben található reaktív 
oxigén származékok stabilitása alacsony, ellentétben a kátrány vizes oldatában előforduló igen 
reaktív, stabil származékokkal. A cigaretta kátrány fázisában nagy mennyiségben előforduló 
stabil szemikinon önmagában nem reaktív, nem okoz DNS károsodást. Kapcsolatba léphet a 
cigarettában előforduló potenciális karcinogén anyagokkal (pl. PAH), így például aktivált 
PAH* képződik, amely a DNS-sel már adduktot képez (2. Ábra). Hasonló folyamat játszódhat 
le a szemikinon DNS-sel való interakciója során, amikor a DNS-t aktiválja és az reagál a 
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PAH-hal adduktot képezve. A szemikinon redukálja az oxigént, amely végül is reaktív oxigén 
származékok keletkezéséhez vezet, amelyek a DNS-en bevágásokat okoznak (Stone 1994). A 
ROS által okozott károsodások közel 90%-ért a 'OH gyök tehető felelőssé (Halliwell és mtsai 
1987). 
Halliwell (2004) átfogó közleményében kitér a sejtkultúrákban a ROS fajták 
kimutatásakor felmerülő problémákra. Fontos tényező lehet például a táptalaj ROS termelő 
képessége. Kísérleti rendszerünkben nem mértünk kimutatható mennyiségű szabadgyököt a 
kezelés nélküli granulosa tenyészetben, ami jelzi, hogy a kezelt sejtek esetében a gyökcsapda 
által azonosított ROS fajták a cigaretta égése során keletkezett származékok által okozott 
oxidatív stressz következtében alakultak ki. 
Az oxidatív DNS károsodások mérésére gyakran alkalmazott HPLC és GC-MS 
módszerek (Halliwell és Gutteridge 1999) esetében a DNS izolálásakor és mérésre 
előkészítésekor, illetve maga a mérés során is oxidatív károsodások képződhetnek (Collins és 
mtsai 2004). Ezek mértéke a 8-OHdG/lO6 guanin érték meghatározásakor HPLC-veí több 
mint 10-szeres, GC-MS alkalmazásakor 75-szörös értéket mutatott a comet assay-hez képest 
(Collins és Horvathova 2001). Pirimidin dimérek vizsgálata során a comet assay más 
módszerek használatával összevetve azonos eredményt mutatott. Mindezekből arra 
következtethetünk, hogy az egy sejt gélelektroforézissel mért háttér oxidatív károsodások 
mértéke pontosabban tükrözheti az alapállapotú oxidatív károsodások szintjét, mint a HPLC és 
GC-MS (Collins és Horvathova 2001, Gedik és mtsai 1998). A HPLC-vel többnyire egyetlen, 
habár a leggyakoribb oxidált bázis termék, a 8-OHdG szintjét mérik. Ez azonban nem tükrözi 
teljes mértékben az oxidatív DNS károsodás során képződött termékeket, hiszen csak a 'OH 
gyök több mint húszféle bázis és cukor modifikált terméket képez (Dizdaroglu 2002). A comet 
assay kiegészítve károsodás-specifikus enzimek használatával, alkalmas az oxidált purin és 
pirimidin bázisok és egyéb DNS károsodások kimutatására, és így a báziskárosodások 
szélesebb körű becslésére a sejtekben. A kémiai analitikai módszerekkel szemben előnye, 
hogy jól definiált körülmények között kísérleti melléktermékek képződése nélkül képes 
kimutatni az oxidatív károsodásokat. A módszer egyszerűen és gyorsan kivitelezhető, 
viszonylag kevés sejttel már elvégezhető és jól reprodukálható. A dohányzás DNS károsító 
hatásának vizsgálatához az emberi granulosa sejtekben ezért használtunk comet assayt. 
Legjobb tudásunk szerint granulosa sejtekben eddig a dohányzás hatását a DNS károsodásra 
még nem vizsgálták ezzel a módszerrel. Az irodalomban ellentmondó adatokat találhatunk a 
dohányzás DNS-t károsító hatása mértékének meghatározásával kapcsolatban limfocitákkal 
végzett kísérletekben (Moller és mtsai 2000), miután egyesek a DNS károsodás növekedését 
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mérték (Dhawan és mtsai 2001, Frenzelli és mtsai 1997, Hininger és mtsai 2004, Piperakis és 
mtsai 1988, Poli és mtsai 1999), mások nem találtak eltérést a károsodások mértékében 
(Gontijo 2001, Speit és mtsai 2003, Wojewodzka és mtsai 1999), míg egy közlemény a 
dohányosoknál kevesebb DNS károsodást mutatott ki a comet assay alkalmazásával (Sram és 
mtsai 1998). A módszer megbízható használatához mindenféleképpen javasolt a módszer 
standardizálása (Hartmann és mtsai 2003). 
Az ESR mérésekkel párhuzamosan végzett comet assay vizsgálat során, ellentétben az 
ESR-rel, cigarettafüst kezelés esetében az idő függvényében nem találtunk eltérést az egyes 
szálú DNS törések mennyiségében, ami utalhat arra, hogy az újonnan képződő szál törésekkel 
párhuzamosan a száltöréseket javító reparációs folyamatok már beindulhatnak. 
A cigarettakátrány extraktummal kezelt granulosa sejtek esetében a hosszabb idejű 
expozíció szignifikánsan tovább növelte a száltörések mértékét. Ez arra utalhat, hogy a 
kátrányban található károsító anyagok által okozott oxidatív stressz állapotában a fokozottan 
jelenlévő szabadgyök támadással szembeni védekező mechanizmusok kimerülnek vagy a 
túlzott mennyiségű oxidáló ágens jelenléte miatt a sejtek nem képesek javítani a 
károsodásokat. A cigarettafüst vizes extraktumában órákon, míg a kátrány vizes 
extraktumában akár 24 órán keresztül is termelődhetnek újabb H 2 0 2 molekulák és 02 '~és 'OH 
gyökök (Nakayama és mtsai 1989). Ez megmagyarázhatja a 4 órás CKE kezelés után növekvő 
mértékben kimutatható egyes szálú DNS törések kialakulását. A sejtekben a hosszú idejű 
expozíció során a károsodások felhalmozódhatnak és szerepük lehet a későbbi rákkeltő 
mechanizmusokban. 
Rövidebb idejű (2 óra CFE, CKE) kezelések esetében a DMPO mellet hozzáadott 
DMSO comet assay-ben szignifikánsan csökkentette a száltörések mértékét a csak DMPO 
gyökcsapda jelenlétében mért értékekhez képest. Azonban 4 órás CFE és CKE kezelések után 
a károsodások mértéke nem csökkent, ami utalhat arra, hogy a jelen lévő nagy mennyiségű 
ROS fajtákat, illetve másodlagos oxidatív termékeiket a DMSO már nem képes 
közömbösíteni, illetve hogy a DMSO 'OH gyökkel való reakciója során képződő metil gyökök 
újabb károsodásokat okozhatnak a DNS-ben. ROS fajták a lipidek peroxidációjában is 
szerepet játszhatnak, ezáltal elképzelhető, hogy a sejtek membránjában már komoly mértékű 
károsodás következik be. A lipid peroxidáció és egyéb folyamatok következtében kialakult 
másodlagos gyökképző reakciók újabb károsodásokat képesek okozni, akár apoptotikus 
folyamatok is elkezdődhetnek, ami a száltörések mértékének növekedésében nyilvánul meg. 
A dohányosok akár több mint 20 mg kátrányt halmozhatnak fel a tüdejükben egy 
cigaretta elszívásával (Pryor 1992), és a tüdőben lévő folyadékban a vízoldékony 
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komponensek feloldódnak. A vizes extraktummal végzett kísérletek így utánozhatják a 
szervezetben lezajló folyamatokat. Az első kísérleti bizonyíték 1985-ben született arra, hogy 
cigarettafüstben található reaktív oxigén származékok egyes szálú DNS töréseket okoznak 
humán sejtekben (Nakayama és mtsai 1985), amelyet azóta számos kísérlet alátámasztott. A 
károsodás mértéke dózisfüggő volt. A törések száma telítési görbét mutatott, a maximális 
értéket kb. 0,23 cigarettának megfelelő kátrány koncentrációnál mutatta (Stone és mtsai 1994). 
A kísérletünkben használt 0,75 mg névleges kátrány koncentráció 0,075 szál cigarettával volt 
ekvivalens, amely már jelentős mértékű oxidatív DNS károsodást okozott. A szervezetben 
található sejtek nagy része természetesen soha nincs közvetlenül kitéve a cigarettában található 
káros anyagoknak, azonban az in vitro kísérletek fontos információkat szolgáltathatnak a 
genotoxikus folyamatok mechanizmusairól. A cigarettakátrány és cigarettafüst extraktummal 
számos sejten végeztek már kísérletet, és minden esetben kimutatták DNS károsító hatását és 
jelezték a későbbi rákkeltő mechanizmusokban betöltött szerepét. 
7.2. Véglegesen differenciált granulosa sejteket a cigarettafüst és 
cigarettakátrány által okozott genotoxikus stressznek kitéve a 
reparációs folyamatok csökkent, vagy teljes hiányát tapasztaltuk. 
A DNS károsodások javításában szerepet játszó mechanizmusokat többnyire osztódó 
sejtekben tanulmányozzák, holott az emlős sejtek jelentős hányada terminálisán (véglegesen) 
differenciált állapotú. Irodalomból ismert, hogy a véglegesen differenciálódott sejtek, mint 
például az idegsejtek, az izomsejtek, az adipociták, fehérvérsejtek és hámsejtek, illetve az 
átmenetileg differenciált állapotba került mitotikus sejtek, mint a melanociták, májsejtek és 
ivarsejtek általános jellemzője, hogy a sejtdifferenciáció során a DNS javító mechanizmusok 
jelentősen gátoltak (Nouspikel és Hanawalt 2002). Egér embrionális karcinóma sejtvonalak 
differenciáltatása során a CPD-k javításának teljes hiánya és a (6-4)-fototermékek csökkent 
reparációs képessége mutatható ki (Raskó és mtsai 1993). Hasonló reparációs aktivitás 
csökkenés figyelhető meg emberi differenciált neuronok esetében is (Nouspikel és Hanawalt 
2000). A reparációs aktivitás gátlása a differenciált sejtekben kifejezetten jellemző a NER 
GGR útvonalára (van der Wees és mtsai 2003, Nouspikel és Hanawalt 2000) és a száltörések 
javítására (Bili és mtsai 1994, Tofilon és Meyn 1988). Ezen jelenség magyarázható azzal, 
hogy a differenciálódott sejteknek nincs szüksége a teljes genomra kiterjedő reparációra, 
hiszen genomjuk már nem replikálódik, és csak a sejt fenntartásához szükséges génekről 
történik transzkripció. Nem „pazarolják" az energiát a reparációs folyamatokhoz szükséges 
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nagy mennyiségű enzim termelésére, nem beszélve ezen enzimek működésének 
energiaigényéről. Ez a stratégia azonban kockázatos lehet például az átmenetileg differenciált 
sejteknél, mint például a petesejteknél, amikor azok, a megtermékenyüléskor újra visszanyerik 
osztódási képességüket. 
A véglegesen differenciált sejtek a károsodásokat a transzkripcióval kapcsolt 
reparációs (TCR) útvonal során javítják, így a működő gének el tudják látni funkciójukat. 
Idegsejtekben megfigyelték, hogy a TCR során az aktív génekben a DNS át nem íródó szálán 
a CPD-k eltávolítása a GGR-nél nagyobb hatásfokkal történt (Nouspikel és Hanawalt 2002). 
Ezt a speciális reparációs jelenséget „differenciációval asszociált repairnek" (DAR) 
keresztelték el. A DAR molekuláris mechanizmusa még nem tisztázott. Neuronokban az 
incíziós lépésért felelős XPG, XPF és ERCC1 repair enzimek túltermelődését mutatták ki 
(Nouspikel és Hanawalt 2000). 
A BER folyamatok is végbemehetnek transzkripcióhoz kapcsoltan (Leadon és Copper 
1993, Le Page és mtsai 2000, Tsutakawa és Copper 2001), de létét még véglegesen 
differenciált sejtekben nem bizonyították. Az oxidatív báziskárosodások eltávolításáért 
elsősorban a BER felelős, azonban szerepét a véglegesen differenciált idegsejtekben csak 
nemrég igazolták (Kisby és mtsai 2004). Kísérleteik rámutatnak, hogy az idegsejtek oxidatív 
károsodásoktól való védelmében a NER és BER egyaránt létfontosságú szerepet játszik a 
neuronok esetében. 
A granulosa sejtek a tüsző érése során fontos szerepet játszanak a petesejtek normális 
fejlődésében, genetikai sértetlenségük hozzájárulhat a sikeres reprodukciós folyamatokhoz. 
Ezek a sejtek az IVF eljárások során a tüszőfolyadékból izolálhatok, és a reprodukcióban 
szerepet játszó toxikus hatások vizsgálatára használhatjuk in vitro. Vizsgálatunk során a 
véglegesen differenciált granulosa sejteket a CFE és CKE által okozott genotoxikus stressznek 
kitéve a reparációs folyamatok csökkent (CFE) vagy teljes hiányát (CKE) tapasztaltuk, 
hasonlóan az irodalmi adatokhoz (Nouspikel és Hanawalt 2002). Mivel a cigarettafüstben 
különböző jellegű DNS károsodást okozó anyagok találhatók, a hibajavítás komplex 
folyamatokat igényel. Eredményeinkből látható, hogy a rövid idejű CFE expozíció esetében az 
oxidált purinok és pirimidinek eltávolítása lassabban (Fpg és Endo III helyek) történik meg a 
BER során, mint az egyéb egyes szálú DNS töréseké. Hosszabb kezelés alkalmazásával a 
purinok javítása történik meg a leglassabban, de általában jellemző, hogy jelentős mértékű 
javítatlan DNS károsodás marad a sejtekben 24 óra eltelte után is. Kísérleteinkből 
megállapítható, hogy a cigarettafüstben található reaktív oxigén származékok által okozott 
DNS károsodásokat a granulosa sejtekben a javító mechanizmusok csökkent működése csak 
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csekély mértékben képes kijavítani. Tekintettel arra, hogy a granulosa sejtek az ovuláció után 
a sárgatest progeszteron termeléséért felelősek így szerepük lehet a terhesség fenntartásában. 
A genomban maradó számos javítatlan károsodás következtében a granulosa sejtek 
progeszteron termelése csökkenhet, vagy teljesen megszűnhet. Ezt alátámasztja Gocze és 
munkatársainak vizsgálata, amelyben kimutatták, hogy a cigaretta füstjében található 
alkaloidák gátolják a progeszteron szintézist (Gocze és Freeman 2000). Ezek a hatások 
részben magyarázhatják a dohányosoknál gyakran előforduló korai vetéléseket, hiszen a 
sárgatest megfelelő szintű progeszteron termelése kritikus a méh beágyazódásra való 
felkészítésében. 
A granulosa sejtek reparációs folyamataiban szerepet játszó faktorokról eddig egyetlen 
közlemény számolt be a BRCA1 gén mutációjával kapcsolatban (Hu és mtsai 2005). A 
BRCA1 fehérje az RNS polimeráz II-vel és számos transzkripciós faktorral, köztük a TFIIH-
val is kapcsolatba lép (Scully és mtsai 1997) és a TCR folyamatokban játszik szerepet. A 
BRCA1 gén terméke a granulosa sejtekben az ösztrogén bioszintézisben kulcsszerepet játszó 
aromatáz expresszióját szabályozza. A BRCA1 gén mutációja következtében nőtt a granulosa 
sejtek aromatáz aktivitása, amely a petefészek rák kockázatát növeli. 
Az előzetes kísérleteink során 1 óra reparációs időnél tapasztalt, a kezdeti stádiumhoz 
képest jelentős mértékben növekedett szál törések származhatnak a másodlagosan képződött 
oxidatív származékok hatásából. A jelenségre másik magyarázatot az szolgáltathat, hogy a 
reparációs folyamatok ugyan már elkezdődnek, de valószínűleg sokkal lassabban mint a 
normál osztódó sejtvonalaknál, ezért ebben az időpontban még a BER folyamatok kezdeti 
lépései zajlanak csak, amikor a károsodott bázisoknál a DNS glikozilázok hasítják a DNS-t. 
Ez a comet assay-ben a száltörések mértékének növekedésében mutatkozik meg. 
A cigarettafüst extraktum kisebb mértékű DNS károsodást okozott comet assay-vel 
vizsgálva, amelynek oka lehet, hogy a cigarettafüstben található reaktív oxigén származékok 
stabilitása alacsony, ellentétben a kátrány vizes oldatában előforduló igen reaktív, stabil 
származékokkal. 
A reparációs folyamatok csökkent működésének molekuláris mechanizmusa a 
differenciált sejtekben nem ismert. Lehetséges magyarázatot szolgáltathat a kromatin szoros 
becsomagolódása a véglegesen differenciálódott sejtekben, ami megnehezíti a javító enzimek 
hozzáférését a DNS károsodásokhoz. Ennek ellentmond az a kísérlet, amikor a kromatin 
struktúra felnyitása nem javított a NER hatásfokán neuronokban (Nouspikel és Hanawalt 
2000). Másik lehetséges magyarázat lehet a reparációs folyamatokban kulcsszerepet játszó 
enzimek expressziójának gátlása. Ilyen enzim lehet például a CPD-k felismeréséért felelős 
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enzim, ami megmagyarázhatná, hogy a CPD-k javítását neuronokban miért gátolja a 
differenciáció. Kísérletek során csak az XPC és a vele asszociált HR23B (humán Rad23 
homológ) fehérje szintjének csekély mértékű csökkenését találták, más NER enzim 
expressziójában nem találtak eltérést a differenciált neuronokban (Nouspikel és Hanawalt 
2000). A p53 gátlása, degradációja vagy inaktivációja is lehetséges magyarázatot adhatna erre 
a fenotípusra, de neuronokban erre sem találtak bizonyítékokat (Nouspikel és Hanawalt 2000). 
A kezelés időtartamának növekedésével tapasztalt egyre nagyobb mennyiségben 
megmaradó károsodás a DNS-ben magyarázatul szolgálhat az egész életükben dohányzóknál 
gyakrabban előforduló daganatos megbetegedésekre. Hosszú távon javítatlanul maradt 
károsodások felhalmozódhatnak, amely komoly következményekkel járhat, különösen az erős 
dohányosoknál. 
7.3. A dohányzás szignifikánsan növekedett szintű DNS károsodást okoz az 
IVF kezelésben részesülő dohányzó asszonyok cumulus sejtjeiben, in 
vivo 
In vitro kísérleteink bizonyítékokat szolgáltattak arra, hogy a cigarettafüst gáz és 
kátrány fázisában található reaktív oxigén származékok DNS károsodásokat okozhatnak, és 
ezek javítása csökkent (CFE) vagy defektust szenved (CKE), amelynek szerepe lehet a 
reprodukciós folyamatokban bekövetkezett dohányzás okozta eltérésekben. Azonban ahhoz, 
hogy a genotoxikus hatásokról in vivo következtetéseket is levonhassunk, ugyanazzal a 
módszerrel az élő szervezet szintjén is szükséges vizsgálatot végezni (Brendler-Schwaab és 
mtsai 2005). Ezért a comet assay kísérleteinket elvégeztük dohányzó és nem dohányzó 
asszonyoktól IVF során izolált cumulus sejtekkel is. 
In vivo vizsgálataink során kimutattuk, hogy a dohányzás szignifikánsan növekedett 
szintű DNS károsodást okoz az IVF kezelésben részesülő dohányzó asszonyok cumulus 
sejtjeiben. A H 2 0 2 által indukált oxidatív károsodás szignifikáns eltérést okozott mindkét 
vizsgált csoportban, amely megfelel a limfocitákban tapasztalt eredményeknek (Piperakis és 
mtsai 1998, 2000). Bár az eltérés szignifikáns a dohányosok és nem dohányosok között, 
azonban a DNS károsodásban tapasztalt növekedés mértéke hasonló a két csoport között. A 
dohányosok cumulus sejtjei az indukált oxidatív stresszre nem tűntek fizikailag 
érzékenyebbnek, tehát a fennálló szignifikáns eltérés a dohányzás miatt permanensen jelen 
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Vizsgálataink azt mutatják, hogy az elszívott cigaretták száma nem befolyásolja a DNS 
károsodás mértékét. Ezen adataink egybevágnak az irodalmi adatok jó részével (Dhawan és 
mtsai 2001, Frenzelli és mtsai 1997, Mohankumar és mtsai 2002), bár bizonyos publikációk 
ellenkező adatokat szolgáltatnak (Gontijo és mtsai 2001, Lindley és mtsai 2001). 
Vizsgálatunkban mért szignifikánsan növekedett alap szérum FSH értékek jelezhetik a 
petefészkek csökkent működését a dohányosokban, amelyre más szerzők is utalnak (El-Nemr 
és mtsai 1998, Weigert és mtsai 1999), de találhatók ezzel ellentmondó irodalmi adatok is 
(Bodis és mtsai 1992). Ellentétben korábbi publikációkkal, amelyekben a ciklus harmadik 
napján mért szérum ösztradiol értékek szoros összefüggést mutattak a dohányzással (Bodis és 
mtsai 1992, Weigert és mtsai 1999), vizsgálatainkban ez a paraméter nem tért el 
szignifikánsan a két csoport között. 
Ismert, hogy az ovulációt követően a cumulus sejtek apoptotikus folyamatokon 
mennek keresztül, amelyet komoly mértékű DNS fragmentáció is jelez (Kerr és mtsai 1971). 
Ezen tény alapján Raman és munkatársai kísérleti rendszerükben a comet assayt használták a 
petesejtek érettségi állapotának megítélésére cumulus sejtek DNS-ének vizsgálatával (Raman 
és mtsai 2001). Pozitív összefüggést találtak a cumulus sejtek comet farok hossza és a 
petesejtek ICSI-vel történő megtermékenyíthetősége között. A megnövekedett comet csóvák 
így az apoptotikus cumulus sejtekre és az érett petesejtekre utalhatnak. Vizsgálatunkban 
jelentős szintű spontán DNS fragmentációt tapasztaltunk a nem dohányzók esetében is, amely-
részben a fent említett preapoptotikus sejtekből származhat. Azonban a dohányosok cumulus 
sejteiben az alapszintű DNS károsodás mértéke szignifikánsan magasabb volt. Ez minden 
bizonnyal nem több érett petesejtet jelent, hiszen a kezelés sikerességét jelző paraméterek 
(petesejtek száma, fertilizációs és terhességi ráta) rosszabbak voltak, mint a nemdohányzó 
csoportban. Ezért úgy gondoljuk, hogy a dohányosok cumulus sejtjeiben talált emelkedett 
alapszintű DNS károsodás inkább önmagában a dohányzástól származik, mint a spontán 
apoptotikus sejtek jelenlététől. 
Hughes és munkacsoportja korábban cumulus sejtek in vitro tenyészetét használták 
potenciális reprodukciós toxinok azonosítására (Hughes és mtsai 1990). A cumulus sejtek 
progeszteron termelését vizsgálták különböző feltételezett toxikus hatással bíró anyag 
tesztelésére. Eredményeinkből arra következtethetünk, hogy a progeszteron termelésben 
bekövetkezett változások oka lehet a DNS károsodások jelenléte, illetve csökkent reparációs 
képessége. A comet assay a DNS károsodás specifikus kimutatására alkalmas, ezért ez a 
módszer ideális a petesejtek genetikai sértetlenségének vizsgálatára. 
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Mivel a cumulus és granulosa sejtek fontos szerepet töltenek be a petesejtek 
fejlődésében és a fertilizációban (Tanghe és mtsai 2002), genetikai épségük befolyásolhatja a 
petesejtek fejlődését, ezért modellként használhatók különböző IVF-ben szerepet játszó 
toxikus hatások vizsgálatára. így például az IVF során komplex tápoldatokat használnak, 
amelyek összetevői a ROS által indukált DNS károsodások létrejöttében különbözőképpen 
játszhatnak szerepet. Ezenkívül a spermiumok injektálása során (ICSI) kevés táptalaj is 
bekerül a petesejtek citoplazmájába növelvén az anyai eredetű oxidatív DNS károsodás 
kockázatát. A granulosa sejtek hasznos in vitro kísérleti modellt jelenthetnek a tápoldatok 
fejlesztése során az új komponensek oxidatív DNS károsodást befolyásoló hatásának 
vizsgálatára klinikai használat előtt. A cumulus sejtek pedig in vivo alkalmasak lehetnek az 
IVF kezelés során alkalmazott újabb eljárások DNS károsító hatásának vizsgálatára. Ilyen 
lehet például antioxidánsok (C- és E-vitamin) alkalmazása a stimulációs protokoll 
kiegészítéseként. 
7.4. Az alkiltranszferáz enzim aktivitása cumulus és granulosa sejtekben 
eltérő. 
Az C96-alkilguanin-DNS-alkiltranszferáz enzim védelmezi a sejteket az 06-alkilguanin 
addukt súlyos citotoxikus, mutagén és karcinogén hatásától. Az enzim szintje a különböző 
szövetekben, sejtekben jelentős eltéréseket mutathat akár egyedek között is. Bizonyos 
egyedekben nem mutatható ki AT-áz aktivitás sem az egészséges, sem a daganatos sejtekben 
(Gerson és mtsai 1995, White és mtsai 1997). Az alacsony vagy hiányzó aktivitás oka az AT-
áz gén transzkripciójának hiánya vagy csökkenése, amit az alkiltranszferáz gén promóterének 
metiláltsága okozhat (Qian és Brent 1997). A cumulus sejtekben mért igen alacsony enzim 
aktivitás jelezheti, hogy ezek a sejtek nagyon érzékenyek lehetnek az alkiláló ágensek 
hatására. 
A granulosa sejtekben mért szignifikánsan magasabb AT-áz aktivitás jelzi a cumulus 
és granulosa sejtek eltérő reparációs aktivitását a fejlődő tüszőn belül. Ennek oka az lehet, 
hogy a cumulus sejtek a fertilizáció után már nem játszanak szerepet a reprodukció további 
folyamataiban (Tanghe és mtsai 2002), míg a granulosa sejtek ezután is fontos szerepet 
játszanak a terhesség megtartásában a sárgatest progeszteron termelése által (Vanderhyden 
2002). Az AT-áz expresszióját befolyásoló tényezők még csekély mértékben ismertek, de a 
heterogenitás a szövet és sejtszintű expresszióban valószínűsíti szövet- és sejt-specifikus 
enhanszerek és inhibitorok jelenlétét. Irodalmi adatok utalnak az AT-áz gén expressziójának 
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indukálhatóságára is (Drin és mtsai 1994, Fritz és mtsai 1991, Rafferty és mtsai 1966). DNS 
száltörések vagy az ionizáló sugárzás indukálhatja az enzim expresszióját rágcsáló sejtekben, 
szövetekben (Rafferty és mtsai 1996). Az indukciót a p53 szabályozza. A cigarettázás 
következtében egészséges emberek tüdő szövetében (Drin és mtsai 1994) és a placentában 
(Slupphaug és mtsai 1992) is szignifikánsan magasabb AT-áz aktivitást mértek. Vizsgálatunk 
során a dohányosok granulosa sejtjeiben az irodalmi adatokhoz hasonló mértékű aktivitás 
emelkedést mértünk (Drin és mtsai 1994, Slupphaug és mtsai 1992), ami szintén az 
enzimaktivitás indukálhatóságát jelzi genotoxikus stressz hatására. 
A cumulus sejtek igen alacsony AT-áz aktivitása elgondolkodtató, hiszen ezek a sejtek 
nagyon fontos szerepet töltenek be a petesejtek fejlődése, érése során. Elképzelhető, hogy az 
aktivitás korábban a granulosa sejtekéhez hasonló szinten lehetett, csak miután ezek a sejtek 
az izolálás időpontjában differenciálódtak és már „csak" a spermiumok petesejthez való 
jutásában játszanak szerepet (Tanghe és mtsai 2002), ezért már nem lényegesek számukra a 
genetikai károsodások halmozódása, hiszen úgyis rövidesen elpusztulnak. Ismert, hogy egér 
P19 embrionális teratokarcinóma sejtek idegsejtekké történő differenciáciáltatása során 
szintén AT-áz aktivitás csökkenés figyelhető meg (Czibula és mtsai 1997), ami lehet az enzim 
poszttranszlációs modifikációjának következménye. 
A granulosa és cumulus sejtek csökkent reparációs aktivitása magyarázatul szolgálhat 
arra, hogy vizsgálatunkban a dohányosok IVF kezelése során a nem dohányzókéhoz hasonló 
jó minőségű embriók visszaültetésével kevesebb terhességet sikerült elérni, és a klinikumban 
tapasztaltakhoz hasonlóan magasabb volt a korai vetélések aránya. 
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7. ÖSSZEFOGLALÁS 
- Vizsgálataink során sikeresen alkalmaztuk a comet assay-t a dohányzás okozta DNS 
károsodások kimutatására emberi granulosa és cumulus sejtekben. 
- A dohányzás iv vitro hatásának vizsgálata során granulosa sejttenyészetben a cigarettafüst 
és cigarettakátrány kivonattal történő kezelés után kimutattuk a reaktív oxigén 
származékoknak a kezelési idő függvényében növekvő intenzitású termelődését. 
- A mért ROS fajták által okozott oxidatív stressz következtében jelentős szintű egyes szálú 
DNS törést mutattunk ki az oxidált purin bázisok magas jelenlétével. A cigarettakátrány 
extraktum nagyobb mértékű, javítatlan károsodást okozott. 
- A cigarettafüst által okozott károsodások az expozíciós idő függvényében növekednek, és 
a még 24 óra elteltével is javítatlanul maradt DNS károsodások aránya egyre nagyobb 
mértékű a granulosa sejtekben. Különösen érvényes ez az oxidált purin bázisokra. 
- Újabb adatokat szolgáltattunk a véglegesen differenciált sejtek csökkent reparációs 
képességéről. 
- Kimutattuk, hogy a dohányzás in vivo szignifikáns növekedést okozott a DNS károsodások 
mértékében dohányos asszonyok cumulus sejtjeiben és csökkentette az IVF sikerességét. 
- A dohányzás következtében kialakuló metilált bázismódosulásokat javító alkiltranszferáz 
enzim eltérő mértékű aktivitását mértünk cumulus és granulosa sejtekben. Dohányzók 
granulosa sejtjeiben szignifikánsan nagyobb enzimaktivitást mértünk, ami jelezheti az 
enzim genotoxikus stressz általi indukálhatóságát. 
Vizsgálatainkkal újabb adatokat szolgáltattunk a dohányzás és a ROS által okozott 
károsodásoknak a humán reprodukcióban betöltött szerepére vonatkozólag. 
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10. A PH.D. ÉRTEKEZÉS ÖSSZEFOGLALÓJA 
Bevezető 
A civilizáció fejlődésével az emberi genom egyre több új környezeti hatásnak van 
kitéve (élelmiszer adalékanyagok, növényvédő szerek, új kémiai anyagok, kipofogógázok 
stb.). A dohányzás az egyik legelterjedtebb károsító forrás, amelynek következtében kémiai 
anyagok komplex keveréke jut a szervezetbe, számos módosulást okozva a biológiailag fontos 
makromolekulákban. A cigaretta füstjében és a kátrányban nagy mennyiségben találhatók 
reaktív oxigén származékok (ROS) és egyéb olyan molekulák, amelyek a DNS-sel kémiai 
reakcióba lépve a bázisok módosítása (oxidáció, dezamináció, metiláció stb.) révén a 
genetikai információ elvesztését, megváltozását okozhatják (Halliwell és Gutteridge 1999). A 
ROS fajták a sejtekben más molekulákkal reagálva újabb elektronokat képesek befogni és így 
szabadgyök-képző láncreakciókat indukálhatnak, amelyek a gyökképződés helyétől távol is 
képesek károsodást okozni. A ROS és a sejtek védelmi mechanizmusainak (enzimatikus és 
nem enzimatikus antioxidánsok, reparációs rendszerek) egyensúlyi állapotának felborulása 
oxidatív stresszt eredményez. A károsodások következtében létrejövő mutációk az 
anyagcserefolyamatok megváltozását, daganatok kialakulását, a sejtek pusztulását okozhatják. 
A cigarettában található anyagok komplex hatása gyakorlatilag a DNS károsodások minden 
típusát okozhatja, javításukban az összes reparációs mechanizmus szerepet játszik (DeMarini 
2004, Christmann és mtsai 2003). 
A dohányzás jól ismert, általános egészséget károsító hatásain kívül jelentős 
befolyással van a humán reprodukció szinte valamennyi területére (Schiverick és Kalifa 
1999). A női reprodukcióban kiemelkedő fontosságú a normális fejlődési potenciállal 
rendelkező petesejtek termelése, illetve a megfelelő hormonális háttér kialakítása. Ezekben a 
folyamatokban a tüszőkben található szomatikus sejtek lényeges funkciót vállalnak (Kidder 
2002, Vanderhyden 2002). Disszertációmban a petesejtek fejlődésében jelentős szerepet 
betöltő cumulus és granulosa sejteket érintő dohányzással összefüggésbe hozható DNS 
károsodások in vitro és in vivo vizsgálatával kapcsolatos munkánkat foglalom össze. 
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Célkitűzések 
Számos közlemény igazolja a dohányzás direkt szerepét a DNS károsodások 
kialakulásában és a reprodukcióban. Az oxidatív stressz női reprodukcióban betöltött szerepét 
néhány folyamatban már kimutatták, azonban a károsító hatás tényleges molekuláris 
mechanizmusairól még viszonylag keveset tudunk. 
Az emberi petesejtek vizsgálata in vitro fertilizációs (IVF) kezelésben részt vevő 
asszonyok sejtjein történhet. Kísérleti célra csak a kezelés után fennmaradó, meg nem 
termékenyült illetve kóros petesejtek használatát engedélyezhetik, azonban ezek a sejtek már 
jó eséllyel tartalmaznak valamilyen károsodást. Fejlődő tüszőkben a petesejtek a cumulus és 
granulosa sejtekkel vannak körülvéve, amelyek Jóléte" nagyon fontos a petesejtek normális 
fejlődéséhez. Mindkét sejtcsoport az IVF kezelés „melléktermékeként" izolálható, ezért 
felhasználhatók a reprodukcióban szerepet játszó toxikus hatások vizsgálatára. 
Mindezek alapján vizsgálni kívántuk: 
- az IVF során izolált granulosa sejtekből készített sejttenyészetben cigarettafüst (CFE) 
és cigarettakátrány extraktum (CKE) hatására a sejtekben termelődő reaktív 
származékokat és párhuzamosan a DNS károsodások mértékét ESR-rel illetve Comet 
assay-vel, 
- in vitro granulosa sejttenyészetben a cigarettafüst és cigarettakátrány extraktum okozta 
oxidatív DNS károsodások javító folyamatait, 
- a dohányzás in vivo DNS károsító hatását emberi cumulus sejtekre és az IVF 
sikerességére, 
- a dohányzás következtében kialakult metilált bázisok javításában szerepet játszó 
alkiltranszferáz enzim aktivitását. 
Eredmények és következtetések 
A ROS közvetlen kimutatására a párosítatlan elektront tartalmazó gyökök esetében az 
ESR spektroszkópia nyújt lehetőséget (Halliwell és Gutteridge 1999). A dohányzás 
következtében létrejövő DNS károsodások vizsgálatára az ún. egy sejt gélelektroforézis vagy 
comet assay gyakran alkalmazott, olcsó, gyors és egyszerű módszer (Moller és mtsai 2000). A 
módszert az oxidatív DNS károsodásokra specifikus endonukleázokkal kiegészítve 
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alkalmaztuk a DNS reparációs kísérleteinkben. Az Fpg enzim az oxidált purinokat, az EndoIII 
enzim pedig az oxidált pirimidineket ismeri fel. 
1. A CFE-vel 2 és 4 órán keresztül kezelt granulosa sejtek esetében a mérés során 
felhalmozódott DMPO-gyök adduktok ESR abszorpciós spektruma a hidroxil gyökökre 
volt jellemző. A mért DMPO-OH adduktok a kezelés időtartamától függően egyre több 
reaktív 'OH gyök termelődését jelzik, azonban kevésbé karakterisztikus, DMPO-val 
szintén reagáló egyéb gyökökre utaló szignálok is kimutathatók. A CFE kezelés 
következtében comet assay-vel az egyes szálú DNS törések mennyiségében szignifikáns 
mértékű növekedést mutattunk ki. A sejtekben gyakorlatilag nem találtunk eltérést az 
egyes szálú DNS törések mértékében a kezelés idejének függvényében. 
2. A CKE-vel 2 és 4 órán keresztül kezelt granulosa sejtek esetében ESR-rel a kezelés 
idejének függvényében szintén egyre több "OH gyök termelődésére utaló DMPO-OH 
addukt mutatható ki. Az ESR görbe jellege több reaktív gyök komplex jelenlétére utal. 
Comet assay-ben a CFE kezelésnél mért értéknél szignifikánsan több DNS károsodást 
mutattunk ki. A 4 órás CKE kezelés a 2 óráshoz képest szignifikánsan több egyes szálú 
DNS törést okozott a granulosa sejtekben. 
3. Összehasonlítottuk a CFE és CKE kezelés hatására kialakuló egyes szálú törések és 
oxidatív bázismódosulások reparációs képességét granulosa sejtekben. Kettő és négy óra 
CFE kezelés a kezdeti időpontban jelentős mértékű károsodást okozott, mind a száltörések, 
mind oxidatív károsodások tekintetében a kezeletlen kontrollhoz képest. A sejtekben mért 
comet csóva DNS-ek aránya egy óra elteltével a kezdeti stádiumhoz képest majdnem 
duplájára növekedett. A bázis excíziós hibajavító folyamatok kezdeti lépéseiben szerepet 
játszó glikozilázok elkezdik a DNS hasítását az oxidált bázisoknál, amit a comet assay 
újabb száltörésekként mutat ki. A DNS károsodások mértéke 4 óra elteltével a 2 órás CFE 
kezelésnél a kezdeti időpontban mért szintre esik vissza, azonban 4 óra CFE kezelés 
esetében a száltörések és az oxidált purin és pirimidin bázisok mennyisége tovább 
növekszik. Minden esetben az oxidált purinokat mutattuk ki legnagyobb arányban. 
Kettő és négy óra CKE kezelés hatására a mért DNS károsodások az idő függvényében 
egyre növekednek, szintén az oxidált purinok legmagasabb előfordulásával. A sejtek 
fluoreszcens mikroszkópban vizsgált képe súlyosan, apoptotikusnak is nevezhető 
mértékben töredezett DNS jelenlétét mutatja. Ez azt jelenti, hogy a cigarettakátrányban 
található anyagok által okozott károsodások javítását a sejt valószínűleg már nem képes 
kijavítani. 
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4. Rövidebb CFE kezelési (30 perc, 1 és 2 óra) és hosszabb reparációs időket (0, 4, 12, 24 
óra) alkalmazva a comet assay kísérletek a granulosa sejtek esetében azt mutatták, hogy a 
kezelési idő függvényében a kezdeti időpontban mért DNS károsodás mértéke egyre 
növekszik. A reparációs idő függvényében a károsodások javítása a rövidebb (30 perc) 
kezelési idő esetében a legjelentősebb, de a megmaradó károsodások szintje nem csökken 
a kezeletlen kontroll szintjére. Hosszabb kezelési idők (1 és 2 óra) alkalmazásával a 
hibajavítás kinetikája nagyjából hasonló, a javítás lassú és a javítatlanul maradó 
károsodások szintje 24 óra múltán is viszonylag magas szinten marad. 
Kísérletünkben az oxidált purinokat mutattuk ki a legnagyobb arányban. A rövid (30 perc) 
CFE kezelés után az oxidált purin és pirimidin bázisok javítása hasonló gyorsasággal 
történik. Hosszabb kezelési idők (1 és 2 óra) esetében az oxidált purinok reparációja 
történt meg a leglassabban. 
5. A granulosa sejtekben kísérleteinkben tapasztalt csökkent reparációs aktivitás összhangban 
van a véglegesen differenciált sejteknél sejtdifferenciációval kapcsolatosan megfigyelt 
gátolt DNS javító mechanizmusok jelenlétével (Nouspikel és Hanawalt 2002). Tekintettel 
arra, hogy a granulosa sejtek az ovuláció során zajló hormonális változások hatására 
differenciálódnak és a sárgatest progeszteron termeléséért lesznek felelősek, a genomban 
maradó számos javítatlan károsodás következtében a granulosa sejtek progeszteron 
termelése csökkenhet, vagy teljesen megszűnhet. Ezt alátámasztja Gocze és 
munkatársainak vizsgálata, amelyben kimutatták, hogy a cigaretta füstjében található 
alkaloidák gátolják a progeszteron szintézist (Gocze és Freeman 2000). Ezek a hatások 
részben magyarázhatják a dohányosoknál gyakran előforduló korai vetéléseket, hiszen a 
sárgatest megfelelő szintű progeszteron termelése kritikus a méh beágyazódásra való 
felkészítésében. 
6. A dohányzás in vivo DNS károsító hatását dohányzó és nem dohányzó asszonyoktól 
származó cumulus sejtekben vizsgáltuk comet assay-vei. A dohányzás szignifikáns 
növekedést okozott az egyes szálú DNS törések mennyiségében. Ez az eltérés megmaradt 
indukált oxidatív stressz (100 pM H202 kezelés) hatására is. Azonban úgy tűnik, hogy a 
dohányosok cumulus sejtjei nem fizikailag érzékenyebbek az oxidatív stresszre, hanem a 
fennálló szignifikáns különbség a dohányzás miatt permanensen jelen van. 
7. Annak ellenére, hogy a visszaültetett szedercsíra állapotú és legjobb minőségű préembriók 
százalékos megoszlása magasabb volt a dohányzók csoportjában, a terhességi ráta ezeknél 
az asszonyoknál szignifikánsan alacsonyabbnak bizonyult. A dohányosoknál fertilitásban 
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szerepet játszó egyéb paraméterek tekintetében szignifikáns növekedést csak az FSH 
szintben tapasztaltunk. 
8. A dohányzás következtében kialakuló metilált bázismódosulásokat javító alkiltranszferáz 
enzim eltérő szintű aktivitását mértük cumulus és granulosa sejtekben, ami jelzi a cumulus 
és granulosa sejtek eltérő hibajavítási képességét a fejlődő tüszőn belül, amely biológiai 
funkciójukkal hozható öszefliggésbe. 
Vizsgálatunk során a dohányosok granulosa sejtjeiben az irodalmi adatokhoz hasonló 
mértékű szignifikáns aktivitás növekedést mértünk (Drin és mtsai 1994, Slupphaug cs 
mtsai 1992), ami az enzimaktivitás indukálhatóságát jelzi genotoxikus stressz hatására. 
Vizsgálataink szerint a kezelés időtartamának növekedésével tapasztalt egyre nagyobb 
mennyiségben megmaradó DNS károsodás magyarázatul szolgálhat az egész életükben 
dohányzóknál gyakrabban előforduló daganatos megbetegedésekre. Hosszú távon javítatlanuí 
maradt károsodások felhalmozódhatnak, ami komoly következményekkel járhat, különösen az 
erős dohányosoknál. A granulosa és cumulus sejtek csökkent reparációs aktivitása 
magyarázatul szolgálhat arra, hogy vizsgálatunkban a dohányosok IVF kezelése során a nem 
dohányzókéhoz hasonló jó minőségű embriók visszaültetésével kevesebb terhességet sikerült 
elérni és a klinikumban tapasztaltakhoz hasonlóan magasabb volt a korai vetélések aránya. 
Összegzésül megállapíthatjuk, hogy vizsgálatainkkal újabb adatokat szolgáltattunk a 
dohányzás és a ROS által okozott károsodásoknak a humán reprodukcióban betöltött szerepére 
vonatkozólag. 
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10. SUMMARY OF THE THESIS 
Introduction 
The human genome is being subjected to growing numbers of new environmental 
agents (food additives, herbicides, new chemical agents, exhaust gases etc.). Smoking as a 
source of huge numbers of harmful chemical agents can cause a lot of modifications in 
essential biological molecules. Cigarette smoke and cigarette tar contains high concentrations 
of reactive oxygen species (ROS) and other molecules. These molecules cause loss and 
change of genetic information, since they chemically modify the DNA bases (oxidation, 
deamination, methylation etc.) (Halliwell and Gutteridge 1999). ROS can react with other 
molecules in the cells which generate chain reactions of secondary radical formation. These 
radicals can cause damage far from the source of ROS. The imbalance between the ROS and 
protective mechanisms (enzymatic and non enzymatic antioxidants, DNA repair) can cause 
oxidative stress. Damages develop mutations which result metabolic alterations, tumors and 
death of the cells. The chemicals in cigarette smoke can cause all range of DNA damage 
which repaired by different DNA repair mechanisms (DeMarini 2004, Christmann et al. 
2003). 
Besides the well known health hazardous effect smoking has influence on almost all 
fields of human reproduction (Schiverick and Kalifa 1999). In female reproduction the 
production of oocytes with normal developmental potential and creating appropriate hormonal 
background are very important factors. The somatic cells in the growing follicle take 
fundamental part in these processes (Kidder 2002, Vanderhyden 2002). In my PhD thesis I 
summarize our experiments on the in vitro and in vivo DNA damaging effects of smoking on 
human cumulus and granulosa cells. 
Aims 
Numerous data demostrate direct effect of smoking on DNA damage and reproductive 
functions. The role of oxidative stress in female reproduction has been demonstrated in several 
processes but little is known about the real molecular mechanisms taking place in the 
damaging effects. 
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Human oocytes can be studied during the in vitro fertilization treatment (IVF). 
Ethically however only remaining - not fertilized and pathological - cells could be used for 
experimental purposes. The wellness of cumulus and granulosa cells sorrounded the oocyte in 
the growing follicle is very important for the proper development of the oocytes. These cells 
can be isolated as „by-product" of in vitro fertilization, thus could be used for screening 
reproductive toxicants. 
The aim of our experiments was as follows: 
to measure the generation of reactive radicals with ESR and their DNA 
damaging effect with comet assay after cigarette smoke and cigarette tar 
extract treatment in granulosa cell culture, 
to study the in vitro repair of oxidative DNA damage caused by cigarette 
smoke and cigarette tar extract treatments in granulosa cell culture, 
to study the in vivo effect of smoking on DNA damage in human cumulus 
cells, and the effect of smoking on success rate of IVF, 
to measure the activity of alkyltransferase enzyme responsible for the repair 
of methylated bases caused by smoking. 
Results and conclusions 
ESR spectroscopy is able to detect ROS directly in the case of radicals with unpaired 
electron (Halliwell and Gutteridge 1999). DNA damage caused by smoking can be measured 
with a simple, cheep and quick method, the single cell gel electrophoresis or comet assay 
(Moller es mtsai 2000). Alkaline comet assay with DNA oxidation specific endonucleases was 
used in our in vitro repair experiments. The Fpg enzyme recognizes oxidized purines while 
EndoIII detects oxidized pirimidines. 
1. The absorption spectrum of DMPO-radicals generated during 2 and 4 hours of CSE 
treatment of granulosa cells was tipical for hidroxyl radicals. The measured DMPO-
OH adduct level increased in time, but less characteristic DMPO-radicals are 
detectable. We detected significantly elevated single strand DNA break level after CSE 
treatment with comet assay. There were no significant difference in the level of single 
strand DNA breaks between 2 and 4 hours treatment of CSE. 
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2. After 2 and 4 hours treatment of granulosa cells with CTE we detected increasing level 
of DMPO-OH adducts. The characteristics of the ESR spectra refers to the presence of 
numerous unidentified reactive radicals. Significantly elevated level of DNA strand 
breaks was measured as compared to the CSE treatment. 4 hours treatment with CTE 
significantly increased the level of single strand breaks compared to the 2 hours CTE 
treatment. 
3. The DNA repair capacity of oxidative damage in granulosa cells after CSE and CTE 
treatment was compared. Two and 4 hours CSE treatment initially caused significantly 
increased level of single strand DNA breaks and oxidative base damages compared to 
the untreated controll cells. The measured comet tail lengths in 1 hour repair time 
increased 2 times, since the base excision repair glycosylases incise the DNA at the 
damaged purines and pirimidines which can be detected as new strand breaks in comet 
assay. The level of DNA damage after 4 hours repair decreased to the level detected 
immediately after 2 hours of CSE treatment. After 4 hours CTE treatment the level of 
single strand breaks and oxidative base damages continously increased. We detected 
higher level of oxidised purines in these experiments. 
Both after 2 and 4 hours of CTE treatment the detected DNA damage increased in time 
continously with high frequency of oxidized purines. The cells visually contained 
apoptotic level of fragmented DNA which means that the cells probably were not able 
to repair the DNA damage caused by the cigarette tar components. 
4. Comet assay has been done using shorter CSE treatments (30 min, 1 and 2 hours) and 
longer repair times (0, 4, 12 and 24 hours) in granulosa cells. The level of DNA 
damage increased with the duration of the treatment. The repair of single strand breaks 
and oxidized base damages was most effective after the 30 min treatment, but the 
remaining level of DNA damage did not decrease to the level of untreated controll 
cells. Using longer treatments with CSE (1 and 2 hours) the kinetics of repair was the 
same, the correction of damaged bases was slow and the remaining damage level stays 
at relatively high level. 
We detected the highest level of the oxidized purines in these experiments. The speed 
of repair of purines and pirimidines is the same after short treatment time (30 min). 
The repair of oxidized purins was slowest in the case of longer treatments (1 and 2 
hours). 
5. The detected reduced repair activity in granulosa cells is in aggreement with the 
differentiation-associated decreased DNA repair processes in terminally differentiated 
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cells (Nouspikel and Hanawalt 2002), since granulosa cells during the hormonal 
changes in ovulation differentiate into progesterone-producing cells of the corpus 
luteum. The remained numerous unrepaired DNA damage sites could cause diminished 
progesterone production. This is in aggreement with the literature, where alkaloids in 
cigarette smoke has been shown to inhibit progesterone synthesis (Gocze es Freeman 
2000). These effects partly explain the high rate of early abortions in smokers, since 
the efficient progesterone production of the corpus luteum is critical for preparing the 
uterus for the implantation of the embryo. 
6. We studied the in vivo effect of smoking on cumulus cells of smokers compared to 
non-smokers with the comet assay. The cumulus cells of smokers contain significantly 
elevated levels of single strand DNA breaks. The difference was also significant after 
induced oxidative stress (lOOpM FI202 treatment) between smokers and non-smokers. 
The cells of smokers did not seem to phisically more sensitive to the induced oxidative 
stress, the elevated level of DNA damage in cumulus cells of smokers originates from 
the smoking itself. 
7. Despite the higher number of percentage of transferred morula stage and best quality 
preembrios in the smoker group, the pregnancy rate in the smoker females was 
significantly lower. Regarding the basic parameters of assisted reproduction we found 
significant difference only in the FSFI level between smokers and non-smokers. 
8. We detected significant difference in the activity of alky transferase enzyme between 
cumulus and granulosa cells, which can indicate the different repair activity of these 
cells in the developing follicle. We measured significantly increased activity of 
alkyltransferase enzyme in the granulosa cells of smokers as reported in the literature 
previously (Drin es mtsai 1994, Slupphauges mtsai 1992). This can indicate the 
presence of inducible enzyme activity initiated by the DNA damages produced by 
smoking. This has also been shown in other tissues. 
In our experiments the detected high level of remaining DNA damage with increasing 
treatment time can explain the high frequency of cancers developed in smokers. The reduced 
repair activity of granulosa and cumulus cells could explain the significantly lower pregnancy 
rate and the high level of early abortions in smokers, as observed in clinical practice. 
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